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KOMMISSIONENS DIREKTIV 92/69/EEG
av den 31 juli 1992

om anpassning till tekniska framsteg for sjuttonde gingen av ridets direktiv
67/548/EEG om tillnirmning av lagar och andra forfattningar om klassificering,
forpackning och mirkning av farliga imnen

EUROPEISKA GEMENSKAPERNAS KOMMISSION
HAR ANTAGIT DETTA DIREKTIV

med beaktande av Fordraget om upprittandet av Euro-
peiska 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, férpackning och mirkning av far-
liga amnen(!), senast dndrat genom direktiv 92/32/EEG(?),
sirskilt artikel 28 och 29 1 detta, och

med beaktande av {6ljande:

Enligt artikel 3.1 i direktiv 67/548/EEG och artikel 3 1
ridets direktiv 88/379/EEG av den 7 juni 1988 om till-
nirmning av lagar och andra férfattningar om klassifice-
ring, férpackning och markning av farliga preparat (bered-
ningar)(®), senast indrat genom kommissionens direktiv
90/492/EEG(*), skall amnens och preparats fysikaliskt-
kemiska egenskaper, toxicitet och ekotoxicitet bestimmas
med de metoder som anges i bilaga 5 till direktiv
67/548/EEG.

Texten till bilaga 5 till direktiv 67/548/EEG offentliggors
for nirvarande i tva delar, den ena som bilaga till kommis-
sionens direktiv 84/449/EEG(5) och den andra som bilaga
till kommissionens direktiv 88/302/EEG(®).

Med hinsyn till den tekniska utvecklingen ir det nédvin-
digt att andra de testmetoder som anges i bilagan till kom-
missionens direktiv 84/449/EEG.

Den tekniska utvecklingen nédvandiggér dessutom en for-
indring av den metod som tillimpas for att testa tillvixt-
himning hos alger. Metoden, som fér nirvarande finns i
bilagan till kommissionens direktiv 88/302/EEG, bor sam-
tidigt &verforas till bilagan till direktiv 84/449/EEG.

(*) EGT nr 196, 16.8.1967, s. 1.

(®) EGT nr L 154, 5.6.1992, s. 1.

() EGT nr L 187, 16.7.1988, s. 14.

(*) EGT nr L 275, 5.10.1990, 5. 35.

(*) EGT nr L 251, 19.9.1984, s. 1.

(¢) EGT nr L 133, 30.5.1988, s. 1 och EGT nr L 136, 2.6.1988,
s. 20.

I enlighet med ridets direktiv 86/609/EEG om tillnirmning
av medlemsstaternas lagar och andra férfattningar om
skydd av djur som anvinds for f6rsok och andra veten-
skapliga indamal(”), ar det limpligt att minimera det antal
djur som anvinds fér forsok.

Bestimmelserna i detta direktiv har tillstyrkts av Kommit-
tén for anpassning till teknisk utveckling av direktiven om
avskaffande av tekniska handelshinder fér farliga imnen
och preparat.

HARIGENOM FORESKRIVS FOLJANDE.

Artikel 1

Bilagan till direktiv 84/449/EEG skall ersittas med bilagan
till detta direktiv.

Artikel 2

Den metod f6r att testa tillvixthimningen hos alger som
anges 1 bilagan till direktiv 88/302/EEG skall utga.

Artikel 3

Medlemsstaterna skall senast den 30 oktober 1993 sitta i
kraft de lagar och andra forfattningar som ir nddvindiga
for att folja detta direktiv. De skall genast underritta kom-
missionen om detta.

Nir en medlemsstat antar bestimmelserna skall de inne-
hilla en hanvisning till detta direktiv eller itfoljas av en

(") EGT nr L 358, 18.12.1986, s. 1.
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sddan hinvisning nar de offentliggors. Narmare foreskrifter Utfirdat 1 Bryssel den 31 juli 1992.
om hur hinvisningen skall goras skall varje medlemsstat
sjilv utfirda.
Pd kommissionens vignar

Artikel 4 Karel VAN MIERT

Detta direktiv riktar sig till medlemsstaterna. Ledamot av kommissionen
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BILAGA

Bilaga till kommissionens direktiv 92/69/EEG av den 31 juli 1992 om anpassning till tekniska framsteg
fér sjuttonde gingen av ridets direktiv 67/548/EEG om tillnirmning av lagar och andra férfattningar
om klassificering, forpackning och mirkning av farliga imnen(?)

(") EGT nr L 383, 29.12.1992, s. 113.
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INLEDNING

I bilagan anges testmetoder for bestimning av de fysisk-kemiska, toxikologiska och ekotoxikolo-
giska egenskaper som finns upptagna i bilagorna 7 och 8 till direktiv 79/831/EEG. Metoderna ir
baserade pa sidana som ir erkinda och rekommenderade av behoriga internationella organ (sirskilt

OECD).

Om sidana metoder inte funnits tillgingliga har nationella standardmetoder eller vetenskapligt
erkinda metoder anvints. I allminhet skall testerna utféras med imnet som det marknadsférs. Man
bér vara uppmirksam pi att orenheter kan paverka testresultaten.

Om metoderna i denna bilaga inte ir limpliga fér undersékning av en viss egenskap, skall anmilaren
motivera valet av en alternativ metod.

Djurférsdék och djurundersékningar skall utforas i enlighet med nationella bestimmelser, varvid
hinsyn skall tas till humana principer och den internationella utvecklingen inom omradet fér djurs
vilbefinnande.

Om testmetoderna ar likvardiga skall den metod anvindas som kriver minst antal fors6ksdjur.
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1.1.

1.3.

1.4.

DEL A: METODER FOR BESTAMNING AV FYSIKALISK-KEMISKA EGENSKAPER

A.1, SMALT-/FRYSPUNKT

METOD

De flesta av de beskrivna metoderna ir baserade pi OECD:s riktlinjer for undersokning av kemikalier (se hin-
visning 1). Grundprinciperna anges i hanvisningarna 2 och 3.

INLEDNING

De beskrivna metoderna och apparaterna kan anvindas for bestimning av imnens smaltpunkt, utan nigon
begrinsning betriffande deras renhetsgrad.

Valet av metod beror pé arten av det dmne som skall undersékas. Det ir foljaktligen avgérande om imnet litt,
med sviarighet eller inte alls kan pulvriseras.

For vissa amnen ir det mer indamalsenligt att bestimma frys- eller stelningspunkten, och i denna metod inbe-
grips standarder for sidana bestimningar.

Om det till f5ljd av dmnets sirskilda egenskaper inte gir att korrekt bestimma ovan nimnda parametrar kan det
vara andamilsenligt att bestimma den ligsta flytpunkten.

DEFINITIONER OCH ENHETER

Smiltpunkten definieras som den temperatur vid vilken fasévergingen fran fast till flytande tillstind sker vid
normalt atmosfiriskt tryck, och denna temperatur motsvarar idealt fryspunkten.

Eftersom fasdvergingen f6r manga amnen sker under ett punktintervall beskrivs den ofta som smiltintervallet.

Omvandling av enheter (K till °C):
t=T-273,15
t: temperaturen i grader Celsius (°C)

T: termodynamiska temperaturen Kelvin (K)

REFERENSAMNEN

Man behéver inte anvinda referensimnen varje ging ett nytt amne skall undersokas. Referensimnen skall forst
och frimst anvindas for att di och di kontrollera metoden och fér jamférelse med resultat som uppnitts med
andra metoder.

Vissa referensimnen anges i hinvisningarna (se hinvisning 4).

TESTMETODSPRINCIP

Temperaturen (temperaturintervallet) for fasovergingen fran fast till flytande tillstind eller frin flytande till fast
tillstind bestims. I praktiken bestims temperaturen vid begynnande smaltning/frysning och vid slutlig
smaltning/frysning under uppvarmning/avkylning av ett prov av testimnet vid atmosfiriskt tryck. Fem typer av
metoder beskrivs, nimligen kapillirmetoder, virmebordsmetoder, fryspunkstbestimning, metoder fér termisk
analys och bestimning av ligsta flytpunkt (utvecklad for petroleumoljor).
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14.1.

14.1.1.

1.4.1.2.

1.4.1.3.

14.2.

1.4.2.1.

1422,

1.4.2.3.

14.3. .

I vissa fall kan det vara praktiskt att mata fryspunkten i stillet for smaltpunkten.

Kapillirmetoder

Smiéltpunktsanordningar med vitskebad

Ett kapillirrér fylls med en liten, titt packad mingd av det finmalda dmnet. Roret uppvirms tillsammans med en
termometer och temperaturstegringen stalls in till mindre in ca 1 K/min under sjilva smiltningen. Temperaturen
vid begynnande och slutlig smiltning bestims.

Smiéltpunktsanordningar med metallblock

Enligt beskrivningen under 1.4.1.1, bortsett frin att kapillirrret och termometern ir placerade i ett uppvirmt
metallblock och kan iakttas genom hil i blocket.

Bestamning med fotocell

Provet i kapillirréret uppvirms automatiskt i en metallcylinder. En ljusstrile riktas genom imnet via ett hal i
cylindern pi en exakt instilld fotocell. Vid smiltningen indras de flesta dmnens optiska egenskaper frin oge-
nomskinligt till genomskinligt. Ljusstyrkan som nir fotocellen &kar, varvid en stoppsignal sinds till en digital
indikator som visar temperaturen hos en platinamotstindstermometer som ir placerad i virmekammaren. Denna
metod kan inte anvindas f6r vissa starkt firgade dmnen.

Virmebord

Koflers virmebink

Koflers virmebink bestdr av tvd elektriskt uppvirmda metallstycken med olika virmeledningsférmdga och ir s3
utformad att dess temperaturgradient i lingdriktningen nistan ir linjir. Virmebinkens temperaturomride kan
spinna fran 283 K till 543 K och ir forsedd med en sirskild anordning fér temperaturavlisning som bestir av en
16pare med visare och en flagga, och som ir sirskilt utformad for den aktuella binken. Smiltpunkten bestims
genom att det aktuella imnet liggs i ett tunt lager direkt pd virmebinkens ovansida. Efter nigra sekunder
utvecklas en skarp skiljelinje mellan den flytande och den fasta fasen. Skiljelinjens temperatur avlises genom att
visaren stills in pa linjen.

Smiltmikroskop

Flera virmebord med mikroskop anvinds vid bestimning av smiltpunkten pd mycket sma provmingder. I de
flesta virmeborden mits temperaturen med ett kinsligt termoelement men ibland anvinds iven kvicksilverter-
mometrar. En typisk smiltpunktsanordning, bestiende av virmebord med mikroskop, ir utrustad med en vir-
mekammare som innehiller en metallplatta pa vilken proven placeras pé ett objektglas. I mitten av metallplattan
finns ett hal genom vilket ljus kan sindas frin mikroskopets belysningsspegel. Nir anordningen anvinds ir kam-
maren stingd med en glasplatta {6r att forhindra tilltride av luft till provet.

- Uppvirmningen av provet regleras med en reostat. Om det krivs mycket exakta mitningar kan polariserat ljus

anvindas f6r optiskt anisotropa imnen.

Meniskmetoden

Denna metod anvinds endast for polyamider.

Den temperatur vid vilken en silikonoljemenisk, som ir innesluten mellan ett virmebord och ett tickglas som
vilar p3 polyamidprovimnet, forskjuts iakttas visuellt.

Metod fér bestimning av fryspunkt

Provet placeras i ett sirskilt provror och sitts i en apparat fér bestimning av fryspunkten. Provet avkyls under
forsiktig och oavbruten omrérning och temperaturen mits med passande mellanrum. Nir temperaturen ir kon-
stant vid flera avlisningar registreras denna temperatur (korrigerad for termometerfel) som fryspunkten.
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1.4.4.

1.4.4.1.

1.4.4.2.

1.4.5.

1.5.

Underkylning skall undvikas genom att uppritta jamvikt mellan den fasta fasen och vatskefasen.

Termisk analys

Differentiell termisk analys (DTA)
Genom denna metod registrerar temperaturskillnaden mellan imnet och ett referensimne som en funktion av
temperaturen medan dmnet och referensimnet utsitts f6r samma kontrollerade temperaturprogram. En fasover-

gang i provet som 4tfoljs av en entalpiindring visar sig genom en endoterm (smaltning) eller exoterm (frysning)
avvikelse frin den registrerade baslinjen.

Differentiell scanningkalorimetri (DSC)

Genom denna metod registreras skillnaden i den energimingd som tillfrs ett dmne och ett referensmaterial som
en funktion av temperaturen medan idmnet och referensimnet utsitts fér samma kontrollerade temperaturpro-
gram. Denna skillnad motsvarar den energi som ar nédvindig for att uppritthilla en temperaturskillnad pi noll

mellan imnet och referensmaterialet. En fas6verging i provet ledsagad av en entalpiindring visar sig genom en
endoterm (smiltning) eller exoterm (frysning) avvikelse frin den registrerade baslinjen.

Flytpunkt

Denna metod har utvecklats {6r petroleumoljor och ir limplig for oljeaktiga dmnen med lig smaltpunke.

Efter att provet forst har virmts upp kyls det ned med en bestamd hastighet, och dess flytegenskaper undersdks
med 3K:s mellanrum. Den ligsta temperaturen vid vilken rorelse av dmnet kan iakttas registreras som flytpunk-
ten.

KVALITETSKRITERIER

I foljande tabell anges de olika metodernas limplighet och noggrannhet vid bestimning av
smiltpunkt/smiltpunktsintervall.

TABELL: METODERNAS LAMPLIGHET

A. Kapillirmetoder

. Amnen som kan | Amnen som inte Temperatur- Uppskattad Befintlig
Mitmetod . .
pulvriseras late pulvriseras omride exakthet(?) standard
Smailtpunkts- 273
anordning med ja nigra fi dll 573 K +03 K JIS K 0064
vitskebad
Smiltpunkts- 293 5l
anordning med ja nagra fi 2573 K £0,5 K ISO 1218 (E)
metallblock
flera
Bestimning . med hjilp 253
med fotocell 2 av sirskild ill 573 K =05 K
utrustning
(*) Beroende p3 typ av instrument och imnets renhetsgrad.




12 Europeiska gemenskapernas officiella tidning 06/Vol. 06
B. Virmebord och frysmetoder
Mitmetod Amnen som kan | Amnen som inte Temperatur- Uppskattad Befintlig
atmeto pulvriseras late pulvriseras omride exakthet(?) standard
Koflers o . 283 10K ANSI/ASTM
virmebink J 1) till > 573 K ’ D 3451-76
Smiltmikros- . . . 273 ill
kop ja nigra fi > 573K +0,5K DIN 53736
. . endast for 293 till
Meniskmetod nej polyamider > 573K +0,5K ISO 1218 (E)
Fryspunkt- . . 223
metoder ja ja all 573 K +0,5 K t. ex. BS 4695
(*) Beroende pé typ av instrument och dmnets renhetsgrad.
C. Termisk analys
Mitmetod Amnen som kan | Amnen som inte Temperatur- Uppskattad Befintlig
atmeto pulvriseras latt pulvriseras omride exakthet(?) standard
. . upp till 600 K
gll’f;e'rintlell o nei 173 dll £ 0,5 K upp ASTM
o ) ) 1273K till 1273 K | E 537-76
anays £20K
. . upp till 600 K
Differentiell . . 173 dll +05Kupp | ASTM
B )2 )2 1273K ll 1273 K | E 537-76
alorime £20 K
(*) Beroende p3 typ av instrument och dmnets renhetsgrad.
D. Flytpunkt
Mitmetod Amnen som kan | Amnen som inte Temperatur- Uppskattad Befintlig
atmeto pulvriseras lite pulvriseras omride exakthet(?) standard
for petroleum- | for petroleum-
oljor och oljor och . ASTM
Flytpunke oljeaktiga oljeaktiga 223 4ll 323K £30K D 97-66
imnen amnen

1.6.

1.6.1.

() Beroende pi typ av instrument och imnets renhetsgrad.

METODBESKRIVNING

Tillvigagingssittet for nistan alla testmetoderna beskrivs i internationella och nationella standarder (se tilligg 1).

Kapillirrérsmetoder

Fint pulvriserade amnen uppvisar vid lingsam uppvirmning vanligtvis ett smiltningsforlopp enligt figur 1.
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Figur 1
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Steg A (Begynnande smiltning): Sma droppar fordelar sig jimnt &ver kapillirrérets innervigg.
Steg B Ett mellanrum uppstir mellan provet och innerviggen till f5ljd av att provet krymper under
smaltningen.
Steg C Det krympta provet borja sjunka mot botten och Svergir i flytande form.
Steg D En obruten menisk bildas vid ytan, men en visentlig del av provet bestir fortfarande av fast
amne.
Steg E (Slutlig smiltning): Det finns inga fasta partiklar.
Vid bestimning av smiltpunkten antecknas temperaturerna vid begynnande och slutlig smiltning.
1.6.1.1. Smaltpunktsanordningar med vitskebad

Figur 2 visar ett exempel pa en standardiserad smailtpunktsapparat (JIS K 0064) av glas. Alla métt ir angivna

i mm.

Figur 2
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Hjilptermometer
Badvitska

Kapillarror av glas, langd 80 — 100 mm, in—
nerdiameter 1,0 + 0,2 mm, viggtjocklek
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0,2-0,3 mm.
: Sidoror

_—
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1.6.1.2,

Badvitska:

En limplig vitska viljs. Valet beror pd den smiltpunkt som skall bestimmas, t. ex. paraffinolja fér smiltpunkter
upp till 473 K och silikonolja fér smiltpunkter upp till 573 K.

For smiltpunkter ver 523 K kan en blandning bestiende av 3 delar svavelsyra och 2 delar kaliumsulfat (vike-
torhillande) anvindas. Vid anvindning av denna blandning skall limpliga forsiktighetsitgarder vidtas.

Termometer:

Endast termometrar som uppfyller kraven i foljande eller likvirdiga standarder bér anvindas:

ASTM E 1-71, DIN 12770, JIS K 8001.

Forfarande:
Det torra imnet pulvriseras fint i en mortel och fylls i kapillirroret, som ir tillslutet i den ena inden, till en h6jd

av ungefir 3 mm efter tit packning. For att fi ett jimnt packat prov liter man kapillirroret falla frin en héjd av
ungefir 700 mm genom ett lodratt glasror ned pi ett urglas.

Det fyllda kapillirroret placeras i badet sa att den mittersta delen av termometerns kvicksilverkula berdr den del
av kapillirroret dir provet finns. Normalt placeras kapillirrdret i apparaten nir badets temperatur ir ungefir
10 K under smiltpunkten.

Badvitskan uppvirms med en temperaturstegring av ungefir 3 K/min under omrdrning av vitskan. Nir tempe-
raturen ir ungefir 10 K under den férvintade smiltpunkten stills temperaturstegringen in till hégst 1 K/min.

Berikning:

Smiltpunkten beriknas enligt foljande:

T = Ty, + 0,00016( Ty, - Ty )n

dir:

T = korrigerad smaltpunkt i K

Tp = temperaturavlisning av termometer D i K

Tg = temperaturavlisning av termometer E i K

n = antal gradindelningar av den utstdende delen av termometer D:s kvicksilverpelare.

Smaltpunktsanordning med metailblock

Apparatur:

Denna bestir av

— ett cylindriskt metallblock, vars 6versta del dr ihdlig och bildar en kammare (se ﬁgur 3),

— en metallpropp med tvi eller flera hil som gor det majligt att fora in ror 1 metallblocket,

— ett uppvirmningssystem for metallblocket, t. ex. i form av ett elektriskt motstind inneslutet i blocket,
— en reostat for reglering av energitillférseln, om elektrisk uppvirmning anvinds,

— fyra fOnster av virmebestindigt glas pd kammarens sidovagg, placerade diametralt och vinkelritt mot var-
andra. Framfér ett av dessa fonster finns en lupp monterad for iakttagelse av kapillarroret. De tre andra
fonstren anvinds for att belysa kammarens insida med hjilp av lampor,

— ett kapillirrér av virmebestindigt glas, tillslutet i ena inden (se 1.6.1.1).
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Termometer:

Se standarderna i punkt 1.6.1.1. Aven termoelektriska instrument med jimférbar noggrannhet kan anvindas.

Figur 3

Termometer

Kapilldrror

Metallpropp

\Lupp

Elektriskt motstand

Uppvirmningsblock av metall

1.6.1.3. Bestimning med fotocell

Apparatur och forfarande:

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

Flera linjira temperaturstegringar kan anvindas for att kalibrera apparaturen och limplig temperaturstegring jus-
teras elektriskt med en férvald konstant och linjir hastighet. Skrivare visar den faktiska ugnstemperaturen och
temperaturen fr dmnet i kapillirréren.
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1.6.2.

1.6.2.1

1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.3.

1.6.4.

1.6.4.1.

1.6.4.2.

1.6.5.

Virmebord

Koflers virmebink

Se tillagg.

Smaltmikroskop

Se tilligg.

Meniskmetoden (polyamider)

Se tilligg.

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

Metoder for bestimning av fryspunkt

Se tilligg.

Termisk analys

Differentiell termisk analys

Se tilligg.

Differentiell scanningkalorimetri
Se tilligg.

Bestimning av flytpunkt

Se tilligg.

DATA

I vissa fall 4r termometerkorrektion nodvindigt.

RAPPORTERING

Testrapporten skall, om mojligt, innehilla f6ljande uppgifter:

— Anvind testmetod.

— Noggrann beskrivning av substansen (beteckning och orenheter) och eventuella inledande reningsitgirder.

— Den uppskattade noggrannheten.

Som smiltpunkt anges medelvirdet av minst tvd mitningar, som ligger inom grinserna fér den uppskattade nog-

grannheten (se tabellerna).

Om skillnaden mellan temperaturen vid begynnande och slutlig smiltning ligger inom grinsvirdena f6r meto-
dens noggrannhet, anges temperaturen vid den slutliga smiltningen som smiltpunkten. I motsatt fall anges bida

temperaturerna.

Om imnet upplses eller sublimeras innan smiltpunkten nis anges den temperatur dir detta fenomen iakttas.
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Alla uppgifter och upplysningar av betydelse fér tolkningen av resultaten miste anges, i synnerhet vad giller
orenheter och imnets fysiska tillstind.

4. HANVISNINGAR
1. OECD, Paris, 1981, Test Guideline 102, ridets beslut C(81)30 slutligt.
2. IUPAC, B. Le Neindre, B. Vodar, eds. Experimental thermodynamics, Butterworths, London 1975, vol. II,
s. 803-834.
3. R. Weissberg ed.: Technique of organic Chemistry, Physical Methods of Organic Chemistry, 3rd ed., Inter-
science Publ., New York, 1959, vol. I, Del I, Kapitel VII.
4. TUPAC, Physiochemical measurements: Catalogue of reference materials from national laboratories, Pure
and applied chemistry, vol. 48, 1976, s. 505-515.
Tilligg
Kompletterande tekniska upplysningar finns 1 foljande standarder:
1. Kapillirmetoder
1.1. Smaltpunktsanordningar med vitskebad
ASTM E 324-69 Standard test method for relative initial and final melting points and the mel-
ting 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
JIS K 00-64 Testing methods for melting point of chemical products
1.2. Smaltpunkesanordningar med metallblock
DIN 53736 Visuelle Bestimmung der Schmelztemperatur von teilkristallinen Kunststoffen
ISO 1218 (E) Plastics — polyamides — determination of ‘melting point’
2. Virmebord
2.1 Koflers virmebink
ANSI/ASTM D 3451-76 Standard recommended practices for testing polymeric powder coatings
2.2, Smiltmikroskop
DIN 53736 Visuelle Bestimmung der Schmelztemperatur von teilkristallinen Kunststoffen
2.3. Meniskmetoden (polyamider)

ISO 1218 (E)
ANSI/ASTM D 2133-66

NF T 51-050

Plastics — polyamides — determination of “melting point”

Standard specification for acetal resin injection moulding and extrusion mate-
rials

Résines de polyamides. Détermination du “point de fusion” Méthode du
ménisque
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4.1.

4.2

Metoder for bestimning av fryspunkt

BS 4633
BS 4695

DIN 51421

ISO 2207
DIN 53175
NF T 60-114
NF T 20-051
ISO 1392

Termisk analys

Differentiell termisk analys
ASTM E 537-76

ASTM E 473-85

ASTM E 472-86

DIN 51005

Differentiell scanningkalorimetri

ASTM E 537-76

ASTM E 473-85
ASTM E 472-86
DIN 51005

Bestimning av flytpunkt

NBN 52014

ASTM D 97-66
ISO 3016

Method for the determination of crystallizing point

Method for Determination of Melting Point of petroleum wax (Cooling
Curve)

Bestimmung des Gefrierpunktes von Flugkraftstoffen, Ottokraftstoffen und
Motorenbenzolen

Cires de pétrole: détermination de la température de figeage

Bestimmung des Erstarrungspunktes von Fettsiuren

Point de fusion des paraffines

Méthode de détermination du point de cristallisation (point de congélation)

Method for the determination of the freezing point

Standard method for asseying the thermal stability of chemicals by methods
of differential thermal analysis

Standard definitions of terms relating to thermal analysis
Standard practice for reporting thermoanalytical data
Thermisches Analyse, Begriffe

Standard method for asseying the thermal stability of chemicals by methods
of differential thermal analysis

Standard definitions of terms relating to thermal analysis
Standard practice for reporting thermoanalytical data
Thermisches Analyse, Begriffe

Echantillonnage et analyse des produits du pétrole: Point de trouble et point
d’écoulement limite — Monsterneming en ontleding van aardolieproducten:
Troebelingspunt en vloeipunt

Standard test method for pour point of petroleum oils

Petroleum oils — Determination of pour point.

06/Vol. 06
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A. 2. KOKPUNKT

1. METOD
De flesta av de beskrivna metoderna ar baserade pd OECD:s riktlinjer f6r undersokning av kemikalier (se hin-
visning 1). Grundprinciperna anges i hinvisningarna 2 och 3.

1.1. INLEDNING
De metoder och anordningar som beskrivs hir kan anvindas for alla vitskor och imnen med lig smiltpunkt,
forutsatt att det inte intriffar nigon kemisk reaktion under kokpunkten (t. ex. autooxidation, omordning, ned-
brytning). Metoderna kan anvindas for alla vitskor, oavsett renhetsgrad.
De metoder dir man anvinder bestimning med fotocell och de som idr baserade pd termisk analys framhivs sir-
skilt eftersom de kan anvindas for bestamning av bide smalt- och kokpunkter. Dessutom kan dessa mitningar
utfdras automatiskt.
Den “dynamiska metoden” har den fordelen att den ocksi kan anvindas for bestimning av angtryck, och det ir
inte nédvandigt att korrigera kokpunkten till standardtryck (101,325 kPa) eftersom standardtrycket kan stillas
in med en manostat under mitningen.
Anmdrkningar:
Orenheters inflytande pd kokpunktsbestimningen beror i hog grad pi arten av orenhet. Om provet innehiller
flyktiga orenheter, som kan paverka resultaten, kan imnet eventuellt renas.

1.2. DEFINITIONER OCH ENHETER

Standardkokpunkten definieras som den temperatur vid vilken en vitskas dngtryck ir 101,325 kPa..

Om kokpunkten inte mits vid normalt atmosfariskt tryck kan dngtryckets beroende av temperaturen beskrivas
genom Clausius-Clapeyrons ekvation:

v

AH
log p=- 2_,3—RT + konst,

dir:

p = dmnets angtryck i pascal

A H, = amnets fordngningsvirme i ] mol!

R = den universella gaskonstanten = 8,314 J mol! K-!
T = termodynamisk temperatur i K

Kokpunkten anges i forhillande till det aktuella trycket under mitningen.

Omvandling:
Tryck (enhet: kPa)

100 kPa = 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 inte tillitna).

1 atm = standardatmosfir = 101 325 Pa
(enheten “atm” ir inte tilliten).
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1.3.

14.

1.4.1.

1.4.2.

14.3.

1.4.4.

1.45.

1.4.6.

Temperatur (enhet: K)
t=T-273,15
t temperatur i grader celsius (°C)

T: termodynamisk temperatur i kelvin (K)

REFERENSAMNEN

Man behéver inte anvinda referensimnen varje ging ett nytt imne skall undersokas. Referensimnen skall forst
och frimst anvindas f8r att di och di kontrollera metoden och fér jimforelse med resultat som uppnatts med
andra metoder.

I de metoder som anges i tilligget anges vissa referensimnen.

TESTMETODSPRINCIP

Det finns fem metoder f6r bestimning av kokpunkten (kokpunktsintervallet) som ir baserade pi mitning av den
temperatur vid vilken proven kokar, och tvd metoder som ir baserade pd termisk analys.

Bestimning med hjilp av ebulliometer

Ebulliometern utvecklades ursprungligen for molekylviktsbestimning via kokpunktshojningar, men de limpar
sig aven for exakt bestimning av kokpunkter. En mycket enkel apparat beskrivs i ASTM D 1120-72 (se tilligg).
I denna apparat uppvirms vitskan under jimviktsbetingelser i atmosfiriskt tryck tills den kokar.

Dynamisk metod

Genom denna metod mats dngans fSrtatningstemperatur med hjilp av en limplig termometer 1 iterloppet vid
kokning. Med denna metod kan trycket varieras.

Destillationsmetod for bestimning av kokpunkt

Genom denna metod destilleras vitskan, och dngans fortitningstemperatur och destillatmingden mits.

Siwoloboffs metod

Ett prov uppvirms i ett provrdr som ir nedsinkt i vitska i ett virmebad. Ett sammangjutet kapillirror med en
luftbubbla i den nedre dnden sinks ned i provroret.

Bestimning med fotocell

Vid anvindning av Siwoloboffs princip sker automatisk fotoelektrisk mitning av uppstigande bubblor.

Differentiell termisk analys

Genom denna metod registrerar temperaturskillnaden mellan dmnet och ett referensimne som en funktion av
temperaturen medan imnet och referensimnet utsitts for samma kontrollerade temperaturprogram. En faséver-
gng i provet som 4tf6ljs av en entalpiindring visar sig genom en endoterm (smaltning) eller exoterm (frysning)
avvikelse frin den registrerade baslinjen.
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1.4.7. Differentiell scanningkalorimetri
Genom denna metod registreras skillnaden i den energimingd som tillfrs ett amne och ett referensmaterial som
en funktion av temperaturen medan imnet och referensimnet utsitts for samma kontrollerade temperaturpro-
gram. Denna skillnad motsvarar den energi som ir nddvindig for att uppritthilla en temperaturskillnad pa noll
mellan imnet och referensmaterialet. En faséverging i provet som 4tf5ljs av en entalpiindring visar sig genom en
endoterm (smiltning) eller exoterm (frysning) avvikelse frin den registrerade baslinjen.
1.5. KVALITETSKRITERIER
I tabell 1 anges de olika metodernas limplighet och noggrannhet vid bestimning av kokpunkt/
kokpunktsintervall.
TABELL 1: JAMFORELSE AV METODERNA
Mitmetod Uppskattad noggrannhet Befintliga standarder
Ebulliometer + 1,4 K (upp till 373 K)(*),(3) ASTM D 1120-72(%)
+2,5 K (upp till 600 K)(*),(?)
Dynamisk metod £0,5 K (upp till 600 K)(®)
Destillationsprocess £0,5 K (upp till 600 K) ISO/R 918, DIN 53171,
(kokpunktsintervall) BS 4591/71
Siwoloboffs metod £2 K (upp till 600 K)(?)
Bestimning med fotocell £0,3 K (vid 373 K)(?)
Differentiell termisk kalorimetri +0,5 K (upp till 600 K) ASTM E 537-76
£2,0 K (upp till 1273 K)
Differentiell scanningkalorimetri | £ 0,5 K (upp till 600 K) ASTM E 537-76
+2,0 K (upp till 1273 K)
(') Denna noggrannhet giller endast for den enkla anordning som beskrivs i t. ex. ASTM D 1120-72; den kan férbittras
med mer avancerade ebulliometeranordningar.
(?) Giller endast for rena imnen. Anvindning under andra omstindigheter skall motiveras.
1.6. METODBESKRIVNING
Tillvagagangssattet for vissa metoder beskrivs i internationella och nationella standarder (se tilligg) .
1.6.1. Ebulliometer
Se tillagg.
1.6.2. Dynamisk metod
Se testmetod A.4 f6r bestimning av dngtrycket.
Den kokpunkt, som iakttas vid ett tryck av 101,325 kPa, antecknas.
1.6.3. Destillationsforlopp (kokpunktsintervall)

Se tilligg.
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1.6.4.

Siwoloboffs metod

Provet uppvirms i en smaltpunktsapparat i ett provror med en diameter pd ungefiar 5 mm (se figur 1).

Figur 1 visar en typ av en standardiserad smilt- och kokpunktsapparat (JIS K 0064) (gjord av glas, alla matt

i mm).

230

"

i_
g

Figur 1

A: Mitkarl

B: Propp

C: Luftningshal

D: Termometer

E: Hjalptermometer

F: Badvaitska

G: Provror, hogst 5 mm ytterdiameter, med ett ca
100 mm langt kapillirror med en innerdiameter av
ca 1 mm och en viggtjocklek av ca 0,2 - 0,3 mm.

H: Sidoror

Ett kapillirrér, som ir tillslutet ungefar 1 cm ovanfor den nedre inden, placeras i provréret. Provet fylls si hogt
upp att den tillslutna delen av kapillirréret befinner sig under vattenytan. Provroret med kapillirréret fists vid
termometern med ett gummiband eller med ett stod frin sidan (se figur 2).

Figur 2
Siwoloboffs princip

Figur 3
Modifierad princip

I
[y
v

a) b) ¢)
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Badvitskan véljs med hinsyn till kokpunkten. Vid temperaturer upp till 573 K kan silikonolja anvindas. Paraf-
finolja kan endast anvindas upp till 473 K. Uppvirmningen av badvitskan skall i bérjan regleras till en tempe-
raturstegring av 3 K/min. under omrérning. Vid ungefir 10 K under den férvintade kokpunkten sinks virme-
tillfrseln sa att temperaturstegringen blir mindre an 1 K/min. Nir temperaturen narmar sig kokpunkten borjar
bubblor strémma ut frin kapillirréret.

Kokpunkten ir den temperatur di bubbelstrommen under en kortvarig temperaturminskning upphér och vits-
kan bérjar stiga upp 1 kapillarroret. Termometeravlisningen visar dmnets kokpunkt.
I den modifierade principen (se figur 3) bestims kokpunkten i ett kapillirror avsett fér smiltpunktsbestimning,
Det stricks till en finspetsig trdd, ungefir 2 cm ling (a), och en liten provmingd sugs upp. Den &ppna inden av
det fina kapillirréret tillsluts genom smiltning pé sd vis att en liten luftbubbla blir kvar i inden. Vid uppvirm-
ning i smiltpunktsapparaten (b) utvidgar sig luftbubblan. Kokpunkten ir den temperatur vid vilken imnesprop-
pen nér upp till ytan av badvitskan.

1.6.5. Bestimning med fotocell
Provet uppvirms i ett kapillirror i ett uppvirmt metallblock.
En ljusstrile riktas via limpliga hal i blocket genom dmnet mot en exakt instilld fotocell.
Medan provets temperatur stiger utvecklas enstaka luftbubblor frin kapillirréret. Nir kokpunkten dr nidd okar
antalet bubblor kraftigt. Detta leder till att styrkan idndras pd det ljus som ir riktat mot fotocellen och en stopp-
signal sinds till en indikator som visar temperaturen pi en motstindstermometer av platina som ir placerad i
blocket.
Denna metod ir sirskilt anvindbar eftersom den kan anvindas fér bestimningar under rumstemperatur ned till
253,15 K (- 20 °C) utan indringar av apparaturen. Instrumentet skall endast placeras i ett kylbad.

1.6.6. Termisk analys

1.6.6.1. Differentiell termisk analys
Se tilligg.

1.6.6.2. Differentiell scanningkalorimetri
Se tilligg.

2. DATA

Vid sm& avvikelser frin normalt tryck (hogst + 5 kPa) korrigeras kokpunktstemperaturer till T, med anvindning
av foljande Sidney Young ekvation:

T, =T+ (f;xAp)

dir:

Ap = (101,325 - p) [observera fortecknet]

p = trycket mitt i kPa

fr = kokpunktens indring med trycket i K/kPa
T = uppmitt kokpunkt i K

T, = kokpunkt korrigerad till normalt tryck i K
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I ovannimnda internationella och nationella standarder finns temperaturkorrektionsfaktorer f;. for ett flertal
imnen och ekvationer fér approximation av dem.

Exempelvis anges i DIN 53171 féljande grova korrektioner for 16sningsmedel som ingir i farger:

TABELL 2: TEMPERATURKORREKTIONSFAKTORER f

Temperatur T (K) Korrektionsfaktor fr (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

Testrapporten skall, om mdjligt, innehilla féljande uppgifter:

— Anvind testmetod.

— Noggrann beskrivning av substansen (beteckning och orenheter) och eventuella inledande reningsitgirder.
— Den uppskattade noggrannheten.

Som kokpunkt anges medelvirdet av minst tvd mitningar, som ligger inom granserna f6r den uppskattade nog-
grannheten (se tabell 1).

De uppmitta kokpunkterna och medelvirdet av dessa skall anges, och det tryck vid vilket mitningarna gjordes
skall anges i kPa. Trycket bor helst ligga i nirheten av normalt atmosfiriske tryck.

Alla uppgifter och upplysningar av betydelse for tolkningen av resultaten skall anges, i synnerhet vad giller
orenheter och imnets fysiska tillstind.

HANVISNINGAR

1. OECD, Paris, 1981, Test Guideline 103, ridets beslut C(81)30 slutligt.

2. TUPAGC, B. Le Neindre, B. Vodar, eds. Experimental thermodynamics, Butterworths, London 1975, vol. II.

3. R. Weissberg ed.: Technique of organic Chemistry, Physical Methods of Organic Chemistry, 3rd ed., Inter-
science Publ., New York, 1959, vol. I, Del I, Kapitel VII.

Tilligg

Kompletterande tekniska uppgifter finns. i féljande standarder:

Ebulliometer

ASTM D 1120-72 Standard test method for boiling point of engine anti-freezes
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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 products
BS 4591/71 Method for the determination of distillation characteristics
DIN 53171 Losungsmittel fiir Anstrichstoffe, Bestimmung des Siederverlaufes
NF T 20-608 Distillation: détermination du rendement et de Pintervalle de distillation
3. Differentiell termisk analys och differentiell scanningkalorimetri
ASTM E 537-76 Standard method for assessing the thermal stability of chemicals by methods
of differential thermal analysis
ASTM E 473-85 Standard definitions of terms relating to thermal analysis
ASTM E 472-86 Standard practice for reporting thermoanalytical data
DIN 51005 Thermisches Analyse, Begriffe
A. 3. RELATIV DENSITET
1. METOD
De flesta av de beskriva metoderna ir baserade pd OECD:s riktlinjer fér undersokning av kemikalier (se hin-
visning 1). Grundprinciperna anges i hinvisning 2.
1.1. INLEDNING
De beskrivna metoderna fér bestimning av relativ densitet kan anvindas for fasta imnen och vitskor, oavsett
renhetsgrad. De olika metoder som fir anvindas anges i tabell 1.
1.2. DEFINITIONER OCH ENHETER
Fasta imnens och vitskors relativa densitet (D2%) ir férhillandet mellan det undersokta imnets vikt per voly-
menhet, bestimd vid 20 °C och vikten per samma volymenhet vatten, bestimd vid 4 °C. Den relativa densiteten
har ingen dimension.
Ett imnes densitet, @, ir kvoten av vikten, m, och dess volym, v.
Densiteten, @, anges, i SI-enheter, i kg/m?>.
13. REFERENSAMNEN (SE HANVISNING 1 OCH 3)
Referensimnen behover inte anvindas varje ging ett nytt dmne skall undersékas. De skall forst och frimst
anvindas for att di och di kontrollera metoden och for jimférelse med resultat som uppnitts med andra meto-
der.
1.4. TESTMETODSPRINCIP

Fyra metoder anvinds.
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14.1.

14.1.1.

1.4.1.2.

1.4.1.3.

1.4.2.

1.4.3.

1.5.

1.6.

Flottérmetoder

Hydrometer (for vitskor)

Tillrickligt noggranna och snabba densitetsbestimningar kan goras med flytande hydrometrar, med vilka en
vitskas densitet kan hirledas frin nedsinkningsgraden som avlises pa en skala.

Hydrostatisk balans (for vatskor och fasta imnen)

Skillnaden mellan provets vikt mitt i luft och i en lamplig vitska (t. ex. vatten) kan anvindas f6r att bestimma
dess densitet.

For fasta imnen ir den mitta densiteten endast representativ for just det prov som har anvints vid bestim-
ningen. Nir densiteten hos vitskor skall bestimmas vigs forst en kropp med kind volym, v, i luft och sedan i
vitskan.

Metod med nedsinkt kula (for vitskor) (se hinvisning 4)

Med denna metod bestims en vitskas densitet utifrén skillnaden mellan vitskans vikt fére och efter nedsinkning
av en kula med kind volym i testvitskan.

Pyknometermetoder

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

Luftjamférelsepyknometer (for fasta dmnen)

Densiteten hos ett fast imne, oavsett form, kan bestimmas vid rumstemperatur med en gasjimforelsepyknome-
ter. Amnets volym mits i luft eller en inert gas i en cylinder med varierbar kalibrerad volym. Densiteten berik-
nas genom att vikten mits efter volymbestimningen.

Oscillerande densitometer (se hinvisning 5, 6 och 7)

En vitskas densitet kan bestimmas med en oscillerande densitometer. En mekanisk oscillator 1 form av ett U-ror
sitts i vibration vid en viss frekvens som ir beroende pa oscillatorns vikt. Nir ett prov infors dndras oscillatorns
resonansfrekvens. Apparaturen skall kalibreras med tvd vitskor med kind densitet. Dessa vitskor skall helst vil-
jas sd att deras densiteter spanner Sver hela det omrade som skall mitas.

KVALITETSKRITERIER

I tabellen anges de olika metodernas limplighet f6r bestimning av densitet.

METODBESKRIVNING

Tilligget innehiller en lista Sver nigra standarder, fran vilka ytterligare tekniska uppgifter kan inhimtas.

Mitningarna skall utféras vid 20 °C, och minst tvd mitningar skall goras.
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2. DATA
Se standarder.
3. RAPPORTERING
Testrapporten skall, om méjligt, innehilla f5ljande uppgifter:
— Anvind testmetod.
— Exakt specificering av amnet (beteckning och orenheter) och eventuella inledande reningsitgirder.
Den relativa densiteten (D2°) skall anges enligt definitionen i 1.2 tillsammans med det undersékta dmnets fysiska
tillstind.
Alla uppgifter och anmirkningar av betydelse for tolkningen av resultaten skall rapporteras, i synnerhet vad gil-
ler orenheter och dmnets fysiska tillstind.
TABELL: METODERNAS LAMPLIGHET
Densitet Maximal
Mitmetod dynamisk Befintliga standarder
Fasta Vitskor viskositet
1.4.1.1. Hydrometer ja 5Pas ISO 387
ISO 649-2
NF T 20-050
1.4.1.2. Hydrostatisk balans
a) fasta imnen ja ISO 1183 (A)
b) vitskor ja 5Pas ISO 901 och 758
1.4.1.3. Metod med nedsinkt kula ja 20 Pas DIN 53217
1.42.  Pyknometer ISO 3507
a) fasta imnen ja ISO 1183 (B)
NF T 20-053
b) vitskor ja 500 Pa s ISO 758
14.3.  Luftjimforelsepyknometer ja DIN 55990 Teil 3
DIN 53243
1.44.  Oscillerande densitometer ja 5Pas
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3. IUPAC, Recommended reference materials for realization of physico-chemical properties, Pure and applied
chemistry, 1976, vol. 48, s. 508.
4. Wagenbreth, H., Die Tauchkugel zur Bestimmung der Dichte von Flissigkeiten, Technisches Messen tm,
1979, vol. 11, s. 427-430.
5. Leopold, H., Die digitale Messung von Flissigkeiten, Elektronik, 1970, vol. 19, s. 297-302.
6. Baumgarten, D., Fiilllmengenkontrolle bei vorgepackten Erzeugnissen — Verfahren zur Dichtebestimmung
bei flissigen Produkten und ihre praktische Anwendung, Die Pharmazeutische Industrie, 1975, vol. 37,
s. 717-726.
7. Riemann, J., Der Einsatz der digitalen Dichtemessung im Brauereilaboratorium, Brauwissenschaft, 1976,

vol. 9, s. 253-255.
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1.1.

1.2.

13.

2.1.

Tilligg

Kompletterande tekniska uppgifter finns i f6ljande standarder:

FLOTTORMETODER

Hydrometer

DIN 12790, ISO 387
DIN 12791

ISO 649-2
NF T 20-050

DIN 12793

Hydrostatisk balans
For fasta dmnen
1SO 1183

NF T 20-049

ASTM-D-792
DIN 53479

For vditskor
1SO 901
DIN 51757

Hydrometer; general instructions

Part I: Density hydrometers; construction, admjustment and use;
Part II: Density hydrometers; standardized sizes, designation
Part III: Use and test

Laboratory glassware: Density hydrometers for general purpose

Chemical products for industrial use — Determination of density of liquids —
Aerometric method

Laboratory glassware: range find hydrometers

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

Chemical products for industrial use — Determination of the density of solids
other than powders and cellular products - Hydrostatic balance method

Specific gravity and density of plastics by displacement

Testing of plastics and elastometers; determination of density

ISO 758

Testing of mineral oils and related materials; determination of density

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

ASTM D 1298

BS 4714

Metod med nedsiankt kula

DIN 53217

PYKNOMETERMETODER

For vitskor

ISO 3507
1SO 758
DIN 12797
DIN 12798

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

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

Testing of paints, varnishes and similar coating materials; determination of
density; immersed body method :

Pycnometers
Liquid chemical products; determination of density at 20 °C
Gay-Lussac pycnometer (for icke-flyktiga vitskor som inte ar for viskosa)

Lipkin pycnometer (fér vitskor med kinematisk viskositet under
100 x 10 m?s! vid 15 °C)

06/Vol. 06



06/Vol. 06 Europeiska gemenskapernas officiella tidning 29

DIN 12800 Sprengel pycnometer (for vitskor enligt DIN 12798)

DIN 12801 Reischauer pycnometer (for vitskor med kinematisk viskositet under
100 - 10 m?s! vid 20 °C, sirskilt limplig dven f6r kolviten och vattenlds-
ningar samt for vitskor med hégre dngtryck, cirka 1 bar vid 90 °C)

DIN 12806 Hubbard pycnometer (f6r alla typer av viskdsa vitskor som inte har for hogt
ingtryck, sirskile dven fér firg, lacker och bitumen)

DIN 12807 Bingham pycnometer (for vatskor enligt DIN 12801)

DIN 12808 Jaulmes pycnometer (sirskilt for etanol-vattenblandningar)

DIN 12809 Pycnometer with ground-in thermometer and capillary side tubes (for vits-
kor som inte ir for tjockflytande)

DIN 53217 Testing of paints, varnishes and similar products; determination of density by
pycnometer

DIN 51757 Point 7: Testing of mineral oils and related materials; determination of den-
sity

ASTM D 297 Section 15: Rubber products - chemical analysis

ASTM D 2111 Method C: Halogenated organic compounds

BS 4699 Method for determination of specific gravity and density of petroleum pro-
ducts (graduated bicapillary pycnometer method)

BS 5903 Method for determination of relative density of petroleum products by the
capillary-stoppered pycnometer method

NF T 20-053 Chemical products for industrial use — Determination of density of solids in
powder and liquids — Pykonometric method

2.2. For fasta imnen

1SO 1183 Metod B i Method for Determining the Density and Relative Density of
Plastics excluding Cellular Plastics

NF T 20-053 Chemical products for industrial use — Determination of density of solids in
powder and liquids — Pycnometric method

DIN 19683 Determination of the density of soils

3. LUFTJAMFORELSEPYKNOMETER

DIN 55990

DIN 53243

Part 3: Prifung von Anstrichstoffen und dhnlichen Beschichtungsstoffen:
Pulverlack; Bestimmung der Dichte

Anstrichstoffe; Chlorhaltige Polymere; Priifung
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1.1

1.2

A. 4. ANGTRYCK

METOD

De flesta av de beskrivna metoder som beskrivs ir baserade pd OECD:s riktlinjer f6r undersékning av kemika-
lier (se hanvisning 1). Grundprinciperna anges i hinvisningarna 2 och 3.

INLEDNING

Vid utférande av detta test ir det virdefullt att ha férhandskunskap om dmnets struktur, smiltpunkt och kok-
punkt.

Det finns inte nigon enskild metod som kan anvindas &ver hela dngtrycksomridet. Dirfor rekommenderas flera
metoder fér mitning av dngtryck frin < 10 till 105 Pa.

Orenheter inverkar normalt pa dngtrycket och graden av denna inverkan beror 1 hog grad pi arten av orenhet.

Om provet innehéller flyktiga orenheter som kan inverka pa resultatet kan imnet renas. Det kan ocksi vara
limpligt att ange dngtrycket for det tekniska materialet.

For vissa av de metoder som beskrivs hir anvinds apparater med metalldelar. Detta bor beaktas vid undersék-
ning av fritande dmnen.

DEFINITIONER OCH ENHETER

Ett imnes dngtryck definieras som mittnadstrycket over ett fast amne eller en vitska. Vid termodynamisk jim-
vikt dr ett rent imnes angtryck endast en funktion av temperaturen.

Den SI-enhet for tryck som anvinds ar pascal (Pa).

Nedan f6ljer nigra enheter som tidigare har anvints, och deras omvandlingsfaktorer:

1 Torr (= 1 mm Hg)
1 atmosfir
1 bar

1,333 x 102 Pa
1,013 x 10° Pa
10° Pa

SI-enheten for temperatur ar kelvin (K).
Den universella gaskonstanten R ir 8,314 J mol-! K-'.

Temperaturens beroende av dngtrycket beskrivs genom Clausius-Clapeyrons ekvation:

AH,
logp=- 33RT* konst.

dar:

p = dmnets dngtryck i pascal

AH, = imnets foringningsvirme i J mol’!

R = den universella gaskonstanten i ] mol-* K-
T = termodynamisk temperatur i K
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1.3. REFERENSAMNEN
Man behéver inte anvinda referensimnen varje ging ett nytt dmne skall undersékas. Referensimnen skall forst
och frimst anvindas f6r att di och di kontrollera metoden och fér jimférelse med resultat som uppnitts med
andra metoder.

1.4. TESTMETODSPRINCIP
Till bestimning av &ngtrycket foresls sju metoder som kan tillimpas 1 olika dngtrycksomriden. Fér varje metod
bestims ingtrycket vid olika temperaturer. I ett begrinsat temperaturomrade ir logaritmen fér ett rent imnes
dngtryck en linjir funktion av det inverterade virdet av temperaturen.

1.4.1. Dynamisk metod
Med den dynamiska metoden mits den kokpunkt som motsvarar ett givet tryck.
Rekommenderat omride:
10° ull 10° Pa.
Denna metod rekommenderas dven fér bestimning av normal kokpunkt och kan anvindas 1 detta syfte upp till
600 K.

1.4.2. Statisk metod
Med den statiska metoden bestims dngtrycket i ett slutet system, som ar i termodynamisk jimvikt vid en given
temperatur. Denna metod limpar sig for fasta imnen och vitskor som bestir av en eller flera komponenter.
Rekommenderat omrade:
10 upp till 10° Pa.
Denna metod kan ocks3 anvindas i omridet 1 till 10 Pa, under fdrutsittning att forsiktighet iakttas.

1.4.3. Isoteniskop
Denna standardiserade metod ir ocksé en statisk metod men den kan normalt inte anvindas fér flerkomponents-
system. Ytterligare information finns i ASTM metod D-2879-86.
Rekommenderat omride:
100 till 10° Pa.

1.44. Effusionsmetod: Angtrycksjamvike

Den mingd dmne som avgir ur en cell per tidsenhet genom en 6ppning av kind storlek, bestims under vakuum
s att den mingd dmne som &tervinder till cellen ir forsumbar (t. ex. genom mitning av den puls som en dng-
strile framkallar pd en kinslig vig eller genom att mita viktforlusten).

Rekommenderat omrade:

103 ¢ill 1 Pa.
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1.4.5.

1.4.6.

14.7.

1.5.

Effusionsmetod: genom viktforlust eller med en kylfilla

Denna metod ir baserad pd bestimning av den mingd testimne som under ultravakuum strémmar ut frin en
Knudsen-cell (se hinvisning 4) genom en mikroppning per tidsenhet i gasform. Volymen av den utstrémmade
ingan kan konstateras antingen genom att bestimma cellens viktforlust eller genom att kondensera dngan vid lig
temperatur och bestimma den féringade mingden imne genom kromatografisk analys. Angtrycket beriknas
med anvindning av Hertz-Knudsen-relationen.

Rekommenderat omride:

107 ull 1 Pa.

Gasmittnadsmetod

En strom av inert barargas leds 6ver dmnet pd ett sidant sitt att den mittas med dngan. Den mingd material som
en kind birargas transporterar kan antingen mitas genom insamling i en limplig filla eller genom in-line analys.
Utifrin detta kan dngtrycket vid en given temperatur beriknas.

Rekommenderat omrade:

10* tll 1 Pa.

Denna metod kan ocks3 anvindas i omradet 1 till 10 Pa, under férutsittning att forsiktighet iakttas.

Rotormetod

Med denna metod ir det egentliga mitinstrumentet en liten stilkula som svivar i ett magnetfilt och roterar med
hog hastighet. Gastrycket utleds av den tryckavhingiga bromsningen av stilkulan.

Rekommenderat omride:

10 ull 0,5 Pa.

KVALITETSKRITERIER

I f6ljande tabell jimfors de olika metoderna f6r bestimning av dngtrycket med hinsyn till anvindning, repeter-
barhet, reproducerbarhet, mitomride och befintlig standard.

TABELL: KVALITETSKRITERIER

Amnen Rekommen- .
Mitmetod Upp sé(afd X U(fp Skznaﬁ X derat Beﬁgthg
Fasta Vitskor repeterbarhet(!) | reproducerbarhet(?) omride standard
1.4.1. Dynamisk metod Lig ja Upp till 25 % Upp till 25 %  [10* Pa ill —
smaltning 2 x10° Pa
1l 5% 11ll 5% 2 x10* Pa till —
10° Pa
1.4.2. Statisk metod ja ja 5 till 10 % 5 tll 10 % 10 Pa till NFT
10° Pa(?)  |20-048 (5)
1.4.3. Isoteniskop ja ja 5 till 10 % 5 till 10 % 102 Pa till ASTM-D
10° Pa 2879-86
1.4.4. Effusionsmetod ja ja 5 till 20 % Upp till 50 % |10 Patill [NFT
Angrycksvig 1Pa 20-047 (6)
1.4.5. Effusionsmetod ja ja 10 ¢ll 30 % — 10-3 Pa till —
Viktforlust 1 Pa
1.4.6. Gasmittnadsmetod ja ja 10 il 30 % Upp till 50 %  [10* Pa till —
1 Pa®)
1.4.7. Rotormetod ja ja 10 tull 20 % — 107 Pa till —
0,5 Pa

(') Beroende p4 renhetsgrad.
(?) Denna metod kan ocksi anvindas i omradet 1 till 10 Pa, under férutsittning act forsiktighet iaketas.
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1.6. METODBESKRIVNING

1.6.1. Dynamisk mitning

1.6.1.1. Apparatur
Mitinstrumentet bestdr typiskt av ett kokkirl med ansluten kylare av glas eller metall (se figur 1), utrustning f6r
mitning av temperaturen och utrustning for reglering och mitning av trycket. En typisk matutrustning, som den
som visas pé ritningen, ir gjord av virmebestindigt glas och bestir av fem delar:
Ett stort, delvis dubbelviggigt ror som bestir av ett slipat forband, en kylare, ett kylkirl och ett inlopp.
En glascylinder med en Cottrell-pump dr monterad pa rorets koksektion och har en grov yta av krossat glas fér
att undvika “stdtkokning”.
Temperaturen mits med en limplig temperaturgivare (t. ex. motstindstermometer eller termoelement med man-
tel) som har forts in i instrumentet helt till matpunkten (se figur 1, nr. 5) genom ett limpligt inlopp (t. ex. slipat
hanférband).
De nédvindiga anslutningarna gérs till tryckreglerings- och mitutrustningen.
Kolven, som fungerar som en buffertvolym, ir ansluten till mitapparaten med ett kapillirrér.
Kokkirlet virms upp med ett virmeelement (t. ex. virmepatron) som sitts in i glasapparaturen nedifrin. Onskad
stromstyrka stills in och mits med ett termoelement.
Det vakuum pa mellan 10? Pa och omkring 10° Pa som kravs stalls in med en vakuumpump.
En passande ventil anvinds for att reglera trycket med luft eller kvive (mitomride ca 102 dll 10° Pa) och for
utluftning.
Trycket mits med en manometer.

1.6.1.2. Matforfarande

Angtrycket mits genom bestimning av provets kokpunkt vid olika angivna tryck mellan ungefir 10* och 10° Pa.
En jimn temperatur under konstant tryck visar att kokpunkten ir nidd. Skummande imnens dngtryck kan inte
mitas med denna metod.

Amnet placeras i det rena torkade testkirlet. Det kan uppsti problem med fasta imnen som inte ir i pulverform,
men detta kan ibland undvikas genom att virma upp kylmanteln. Sedan kirlet fyllts sammanflinsas apparaten
och dmnet avgasas. Direfter stills ligsta onskat tryck in och uppvirmningen sitts pa. Samtidigt ansluts tempe-
raturgivaren till en skrivare.

Jamvikt har nitts nir en konstant kokpunkt registreras vid konstant tryck. Man skall sirskilt se till att stotkok-
ning inte forekommer. Dessutom miste fullstindig kondensation ske i kylaren. Vid bestimning av dngtrycket av
fasta imnen med lig smiltpunkt skall man se till att kylaren inte tipps till.

Sedan jimviktspunkten har registrerats stills ett hogre tryck in. Processen fortsitter pd samma sitt tills 10° Pa
har uppnétts (sammanlagt ungefir 5-10 mitpunkter). I kontrollsyfte skall jaimviktspunkterna upprepas vid avta-
gande tryck.
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1.6.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

Statisk mitning

Apparatur

Apparaten bestir av en provbehillare och ett uppvirmnings- och kylsystem {6r att reglera och mita provets
temperatur. Apparaten omfattar dessutom utrustning fér installning och mitning av trycket. Grundprinciperna
framgir av figur 2a och 2b.

Provkammaren (se figur 2a) ir pi den ena sidan avgrinsad av en limplig hdgvakuumventil och pa den andra
sidan forbunden med ett U-rér som innehiller limplig manometervitska. Den ena dnden av U-roret ir ansluten
till vakuumpumpen, till kvivecylindern eller utluftningsventilen och en manometer.

En tryckmitare med en separat visare kan anvindas i stillet for U-réret (se figur 2b).

Provets temperatur styrs genom att provkarlet, inklusive ventil och U-rér, placeras i ett bad som har en konstant
temperatur av * 0,2 K. Temperaturen mits pi provkirlets utsida eller i sjilva kirlet.

En vakuumpump med en kylfilla f6r evakuering av apparaten anvinds.

I metod 2a mits amnets ingtryck indirekt med en nollindikator. Dirvid beaktas att densiteten av vitskan i
U-roret indrar sig vid stora temperaturférindringar.

" Féljande vitskor ar limpliga som nollindikatorer i U-réret och viljs med hinsyn till tryckomradet och testim-

nets kemiska egenskaper: silikonvitskor och ftalater. Testimnet fir inte kunna losas visentligt i eller reagera med
vitskan i U-roret.

I manometern kan man anvinda kvicksilver i omradet frin normalt lufttryck till 10? Pa, medan silikonvitskor
och ftalater ir limpliga frin 10? Pa ned till 10 Pa. Virmebestindiga membrankondensatormanometrar kan till
och med anvindas under 10! Pa. Det finns dven andra tryckmitare som kan anvindas under 10? Pa.

Miitforfarande

Foére mitningen skall alla delar av apparaten i figur 2 rengdras och torkas noggrant.

Vid metod 2a fylls U-réret med dnskad vitska, som avgasas vid forhojd temperatur fore avlasning.

Testimnet placeras i apparaten som sedan stings varvid temperaturen sinks tillrickligt for avgasning. Tempera-
turen miste vara si pass lg att luften sugs ut, men i friga om flerkomponentsystem far det inte ske nigon ind-
ring av materialets sammansittning. Vid behov kan jimvikt erhillas snabbare genom omrorning.

Provet kan underkylas med t. ex. flytande kvive (varvid forsiktighet iakttas for att undvika kondensering av luft
eller pumpvitska) eller en blandning av etanol och kolsyresnd. Vid mitning av liga temperaturer anvinds ett
temperaturreglerat bad som ir anslutet till en ultrakryomat.

Med ventilen &ver provkammaren i oppet lige pumpas direfter den inneslutna luften ut ur apparaten i flera
minuter. Direfter stings ventilen och provet kyls till ligsta vald temperatur. Vid behov upprepas avgasningspro-
ceduren.

Nir provet virms upp &kar dngtrycket. Detta andrar jimvikten hos vitskan i U-roret. For att kompensera detta
leds kvive eller luft in i apparaten via en ventil tills tryckindikatorvirskan dter ir pd noll. Det tryck som kravs
for detta avlises pd en precisionsmanometer vid rumstemperatur. Detta tryck motsvarar imnets dngtryck vid den
sarskilda mattemperatur.

Metod 2b ir en liknande metod, men angtrycket avlises direkt.
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1.6.3.

1.6.4.

1.6.4.1.

Angtryckets temperaturberoende bestims med tillrickligt sm3 temperaturintervall (omkring 5 till 10 métpunkter
totalt) upp till 6nskat maximum. Ligtemperaturmitningar méste upprepas i kontrollsyfte.

En eventuell avvikelse mellan de nya virdena och den kurva som erhillits vid stigande temperatur kan bero pi
att

1. provet fortfarande innehéller luft (t. ex. imnen med hog viskositet) eller ligkokande imnen, som frigjorts
under uppvirmningen och kan avligsnas genom ytterligare underkylning,

2. nedkylningstemperaturen inte ar tillrickligt lag, varvid flytande kvive anvinds som kylmedel;

om antingen 1 eller 2 ir fallet miste mitningarna upprepas;

3. det sker en kemisk reaktion i imnet det undersokta temperaturomridet (t. ex. dekomposition eller polyme-
risation).

Isoteniskop

En fullstindig beskrivning av denna metod finns i hinvisning 7. Mitanordningens princip framgir av figur 3. I
likhet med den statiska metoden, som beskrivits i 1.6.2., limpar sig isoteniskopet for undersokning av fasta
imnen eller vitskor.

Vid mitning av vitskor fungerar sjilva imnet som hjilpmanometervatska. Den mingd dmne som behévs for att
fylla klotet och manometersektionens korta arm placeras i isoteniskopet. Isoteniskopets férbinds med ett
vakuumsystem, evakueras och fylls med kvive. Evakueringen och rensningen av systemet upprepas tvi ginger si
att alla kviverester avligsnas. Det fyllda isoteniskopet placeras horisontellt s att provet fordelas i ett tunt lager
i provkolven och manometersektionen (U-delen). Trycket i systemet minskas till 133 Pa och provet virms for-
siktigt upp tills det nistan kokar (avligsnande av uppldsta fixerade gaser). Isoteniskopet placeras sedan s3 att
provet itergir till klotet och manometerns korta arm och bida ir helt fyllda med vitska. Samma tryck som vid
avgasning uppriatthélls. Provkolvens utdragna topp virms forsiktigt upp med en liten liga tills den dnga som bil-
das utvidgas tillrickligt for att pressa ut en del av provet frin klotets 6versta del och manometerarm till isote-
niskopets manometersektion, varvid ett dngfyllt, kvivefritt omride skapas.

Isoteniskopet placeras sedan i ett bad med konstant temperatur och kvivetrycket stills in tills det motsvarar pro-
vets tryck. At tryckjamvike foreligger framgir av isoteniskopets manometersektion. Vid jimvikt motsvarar kva-
vets dngtryck imnets dngtryck.

Nir det giller fasta imnen anvinds, beroende pa tryck och temperaturomride, de manometervitskor som anges
i 1.6.2. Den avgasade manometervitskan fylls in i utbuktningen pi isoteniskopets linga arm. Direfter placeras
det fasta testimnet i klotet och avgasas vid férhéjd temperatur. Sedan lutas isoteniskopet si att manometer-
vitskan kan flyta in i U-réret. Mitningen av dngtrycket som en funktion av temperaturen utférs enligt 1.6.2.

Effusionsmetod: Angtrycksvig

Apparatur

I litteraturen (se hinvisning 1) beskrivs flera olika apparaturutformningar. Den apparat som beskrivs har illus-
trerar de principer som anvinds (se figur 4). Figur 4 visar apparaturens huvudkomponenter: en hégvakuumbe-
héllare av rostfrite stil eller glas, utrustning for att producera och mita vakuum och inbyggda komponenter for
mitning av dngtrycket pi en vig. Apparaturen innehiller f6ljande inbyggda komponenter:

— En forangningsugn med flins och roterande intag. Foringningsugnen ir en cylindrisk behillare gjort av t.
ex. koppar eller en kemiskt bestindig legering med god virmeledningsférmiga. Man kan ocks3 anvinda en
glasbehillare med kopparvigg. Ugnen har en diameter av ca 3 till 5 cm och en hjd av 2 ull 5 cm. Det finns
en till tre oppningar av olika storlek for dngstrommen. Ugnen virms upp antingen av en virmeplatta nedtill
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1.6.4.2.

eller av en virmeslinga runt utsidan. Fér att undvika avledning av virme till bottenplattan ir virmeaggre-
gatet fastgjort i denna med en metall med lig virmeledningsférmiga (nickel-silver eller kromnickelstil), t.
ex. ett nickel-silverror fastsatt i ett roterade intag, om man anvinder en ugn med flera Sppningar. En sidan
uppstillning har den frdelen att det méjliggor inforande av en kopparsting, vilket tillater kylning frin utsi-
dan med ett vattenbad.

— Om ugnslocket, som ir gjort av koppar, har tre 6ppningar med olika tvirsnitt, inbordes férskjutna 90 °C,
kan olika dngtrycksomriden inom den totala mitomradet tickas (6ppningar med diametrar pd ca 0,30 till
4,50 mm). Stora Gppningar anvinds for ligt dngtryck och vice versa. Genom att vrida ugnen kan 6nskad
ugnsoppning eller ett mellanlige i 4ngstrommen (ugnsdppning — skirm — vigskal) stillas in och molekylstra-
len riktas eller avledas genom ugnsSppningen mot vigskilen. For att kunna mita imnets temperatur mon-
teras ett termoelement eller en motstindstermometer pa laimpligt stille.

— Ovanfér skirmen finns en vigskil med en mycket kinslig mikrovig (se nedan). Vigskilen ir omkring
30 mm i diameter. Guldpliterad aluminium ar ett limpligt material.

— Vigskilen omges av en cylindrisk kylbox av missing eller koppar. Beroende pa typ av vig ir den férsedd
med Sppningar for vigbalken och en skirméppning for molekylstrémmen och den skall garantera total kon-
densation av dngan pa vigskilen. Virmen leds bort till utsidan av t. ex. en kopparsting ansluten ull kyl-
boxen. Stingen leds genom bottenplattan och ir virmeisolerad frin denna med t. ex. ett rér av kromnick-
elstil. Stingen sinks ned i ett dewarkirl med flytande kvive under bottenplattan, eller si leds flytande kvive
genom stingen. Temperaturen i kylboxen hélls pa s sitt vid omkring —120 °C. Vigskalen kyls ned uteslu-
tande genom strilning, vilket ir limpligt f6r det tryckomride som underséks (nedkylning omkring 1 timme
fore mitning piborjas).

— Vigen placeras ovanfér kylboxen. Limpliga vigar ir t. ex. en hogkinslig 2-armad elektronisk mikrovég (se
hinvisning 8) eller ett hogkinsligt vridspoleinstrument (se OECD Test Guideline 104, Edition 12.05.81).

— Pi bottenplattan finns ocks3 elektriska anslutningar f5r termoelement (eller motstindstermometrar) och vir-
meslingor.

— Ett vakuum erhalls i kirlet med hjilp av en partiell vakuumpump eller en hégvakuumpump (krivt vakuum
omkring 1 till 2. 10-3 Pa, erhéllet efter 2 timmars pumpning). Trycket regleras med en limplig joniserings-
manometer.

Matforfarande

Kirlet fylls med testimnet och locket stings. Skirmen och kylboxen skjuts pd plats Sver ugnen. Apparaten
stings och vakuumpumparna sitts pa. Sluttrycket innan mitningen paboérjas skall vara ungefir 10-# Pa. Nedkyl-
ning av kylboxen sitts iging vid 102 Pa .

Nir tillrickligt vakuum har uppnitts inleds kalibreringsserien vid den ligsta temperaturen. Den nddvindiga
Sppningen Sppnas och ingstrilen passerar skirmen, som ir direkt monterad Sver locket, och triffar sedan den
nedkylda vigskalen. Vagskalen skall vara s3 stor att hela den dngstrile som leds genom skirmen triffar den. Ang-
stralens impuls 6verfor en kraft pd vigskilen och molekylerna kondenseras pd dess nedkylda yta.

Impulsen och den samtida kondensationen frambringar en signal pi skrivaren. Utvirdering av denna signal ger
tvd upplysningar:

1. Med den sirskilda apparat som beskrivs hir bestims dngtrycket direkt frin den impuls som verfors till vig-
skilen (molekylvikten behéver inte vara kind (se hinvisning 2)). Vid utvirdering av avlisningarna maste
man ta hinsyn till geometriska faktorer, sisom ugnséppning och molekylstrilens vinkel.

2. Samtidigt kan den kondenserade vikten mitas och avdunstningshastigheten beriknas utifrin detta. Ang-
trycket kan dven beriknas utifrin avdunstningshastigheten och molekylvikten med anvindning av Hertz
ekvation (se hinvisning 2):

/2 RT x 10°
p=G M
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dir:
G = avdunstningshastighet (kg s'! m2)
M = molekylvikt (g mol?)
T = temperatur (K)
R = universell gaskonstant (J mol* K- )
p = angtryck (Pa)
Nir tillrickligt vakuum har uppnétts borjar serien av mitningar vid den ligsta 6nskade mittemperaturen.
For ytterligare mitningar Skas temperaturen med smé intervaller tills den hogsta 6nskade temperaturen ir upp-
nidd. Direfter kyls provet ned igen och en andra dngtryckskurva kan registreras. Om den andra testomgangen
inte bekriftar resultaten frin den férsta omgingen kan detta bero pi att dmnet bryts ned i det undersdkta tem-
peraturomridet.

1.6.5. Effusionsmetod: Viktforlust

1.6.5.1. Apparatur
En effusionsapparat bestir av foljande baskomponenter:
— En behillare som kan termostatregleras och evakueras och i vilken effusionscellerna placeras.
— En hogvakuumpump (t. ex. diffusionspump eller turbomolekylirpump) med vakuummitare.
— En kylfilla med flytande kvive eller kolsyresng.
En elektriskt uppvirmd vakuumbehillare av aluminium med 4 effusionsceller av rostfritt stil visas i figur 5 som
ett exempel. Den rostfria folien som ir omkring 0,3 mm tjock har en effusionsdppning med en diameter av 0,2
till 1,0 mm och ir ansluten till effusionscellen med ett skruvlock.

1.6.5.2. Mitforfarande

Referens- och testimnet tillsitts i varje effusionscell, metallmembranet med &ppningarna sitts fast med skruv-
locket, och varje cell vigs till 0,1 mg noggrannhet. Cellen placeras i den termostatreglerade apparaten som sedan
evakueras till mindre in en tiondedel av det forvantade trycket. Med i forvig faststallda intervaller pa mellan 5
och 30 timmar tillférs luft i apparaten och viktférlusten i effusionscellerna bestims genom vigning.

For att sikerstilla att resultaten inte paverkas av flyktiga orenheter vigs cellerna vid faststillda tidsintervaller for
att kontrollera att avdunstningshastigheten ir konstant under minst tva sidana tidsintervaller.

Angtrycket p i effusionscellen beriknas genom

m 2zRT
P= KAt M
dir:
p = angtrycket (Pa)
m = massan av den mingd imne som limnar cellen under tiden t (kg)
t = tiden (s)
A = Oppningens area (m?)
K = korrektionsfaktor
R = universell gaskonstant (J mol! Kh?)
T = temperaturen (K)
M = molekylvikten (kg mol?)
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1.6.6.1.

Korrektionsfaktorn K beror pa férhillandet mellan den cylindriska ppningens lingd och radie:
Forhillande: 0,1 0,2 0,6 1,0 2,0
K: 0,952 0,909 0,771 0,672 0,514

Ovanstiende ekvation kan ocksi skrivas som

dir E = ﬁ \V 27 R ir effusionscellkonstanten.

Denna effusionscellkonstant E kan bestimmas med referensimnen (2.9) med anvindning av féljande ekvation:

p(r)t M(r)
E- m T

dir:

I

p(r) = referensimnets angtryck (Pa)

M(r) = referensimnets molekylvikt (kg mol?)

Gasmittnadsmetod

Apparatur

En typisk apparat som anvinds till detta test bestir av de komponenter som visas i figur 6a och beskrivs nedan
(se hanvisning 1).

Inert gas:

Birargasen fir inte reagera kemiskt med testimnet. Normalt ir det tillrickligt att anvinda kvive for detta syfte
men ibland kan andra gaser krivas (se hinvisning 10). Den anvinda gasen skall vara torr (se figur 6a, position 4:
Givare. Relativ fuktighet).

Flodesreglering:

Ett lampligt gasregleringssystem kravs for att sikerstilla ett konstant och viljbart fléde genom mittnadskolon-
nen.

Fillor for uppsamling av dnga:

Dessa ir beroende av det aktuella provets egenskaper och den valda analysmetoden. Angan skall infangas kvan-
titativt och i en form som medger efterféljande analys. Fér vissa provimnen limpar sig fillor innehallande vits-
kor som hexan eller etylenglykol. For andra kan fasta absorptionsmedel anvindas.

Som alternativ till uppsamling av dnga och efterf6ljande analys kan in-line analystekniker, t. ex. kromatografi,
anvindas for kvantitativ bestimning av den mingd material som en kind mingd birargas f6r med sig. Dessutom
kan provets forlust av massa mitas.

Véirmeviéixlare:

Fér mitning vid olika temperaturer kan det vara nédvindigt att inkludera en virmevixlare i utrustningen.

Miittnadskolonn:

Provimnet appliceras i form av l6sningsbeliggning p4 ett limpligt inert bararmaterial. Det belagda birarmateri-
alet packas i mittnadskolonnen, vars dimensioner och flodeshastighet skall vara sddana att en fullstindig mittnad
av birargasen sikerstills. Mittnadskolonnen skall vara termostatreglerad. Fér mitningar Sver rumstemperatur
skall stycket mellan mittnadskolonnen och fillorna uppvirmas for att férhindra kondensation av provimnet.
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1.6.6.2.

1.6.6.3.

For att minska masstransport genom diffusion kan ett kapillirror placeras efter mittnadskolonnen (se figur 6b).

Mtforfarande

Forberedelse av mittnadskolonnen:

En upplésning av provimnet i ett mycket flyktigt 16sningsmedel tillsdtts till en limplig mingd birarmaterial.
Tillrickligt med provimne skall tillsittas for att uppritthilla méttnaden si lange testet pagir. Losningsmedlet
avdunstar helt i luft eller i en roterande féringare och det noggrant blandade materialet tillsitts till mittnadsko-
lonnen. Efter termostatreglering av provet leds kvive genom apparaten.

Matning:

Fillorna eller in-line detektoren ansluts till kolonnens utlopp och tiden registreras. Flodeshastigheten kontrol-
leras 1 borjan och med jaimna mellanrum under testet med en bubbelmitare (eller kontinuerligt med en massfls-
desmitare).

Trycket vid mittnadskolonnens utgingsoppning skall matas. Detta kan goras

a) genom att en tryckmitare insitts mellan mittnadskolonnen och fillorna (vilket kan vara otillfredsstillande
eftersom det 6kar dodvolymen och adsorptionsytan), eller

b) genom att bestimma tryckfallet 6ver det anvinda systemet av fillor som funktion av flodeshastigheten i ett
separat test (eventuellt inte si lyckat {6r vitskefallor).

Den tid som krivs till uppsamling av den mingd provimne som beh6vs fér de olika analysmetoderna, bestims
vid preliminira forsok eller genom uppskattningar. Som ett alternativ till uppsamling av imnet {6r senare analys
kan kvantitativa in-line analystekniker anvindas (t. ex. kromatografl). Fér berikning av dngtrycket vid en given
temperatur utfors preliminira forsok for att bestimma den maximala flodeshastigheten vid vilken barargasen
mittas fullstindigt med dmnets dnga. Detta sikerstills om birargasen leds genom mittnadskolonnen si pass
sakta att en lagre hastighet inte ger ett storre beriknat angtryck.

Valet av analysmetod bestims av arten av det amne som skall undersokas (t. ex. gaskromatografi eller gravime-
tri).

Den mingd dmne som en kind volym birargas transporterar bestims.

Berikning av dngtryck

Angtrycket beriknas utifrin ingans densitet, W/V, genom ekvationen:

W _RT
P=V*M
dar:
p = angtrycket (Pa)
W = vikten av adsorberat provimne (g)
V = volymen mittad gas (m?)
R = universell gaskonstanten (J mol™! K*)
T = temperaturen (K)
M = testimnets molekylvikt (g mol-? ).

De mitta volymerna skall korrigeras for tryck- och temperaturskillnader mellan flddesmitaren och den termo-
statreglerade mittnadskolonnen. Om flédesmitaren ar placerad nedstréms fran angfillan kan det vara nédvin-
digt med korrektioner for att ta hinsyn till eventuella avdunstade bestdndsdelar frin fillorna (se hanvisning 1).
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1.6.7.

1.6.7.1

1.6.7.2

Rotormetod (se hinvisning 8, 11, 13)

Apparatur

Rotormetoden kan utféras med en viskocitetsmitare med en roterande kula enligt figur 8. En schematisk ritning
av férsoksuppstillningen visas 1 figur 7.

Mitapparaten bestdr typiskt av ett mithuvud med roterande kula placerad i en termostatreglerad inhignad (reg-
lerad inom 0,1 °C). Provbehillaren placeras i en termostatreglerad inhignad (reglerad inom 0,01 °C) och alla
andra delar 1 utrustningen hills vid en hégre temperatur 5r att forhindra kondensation. En hégvakuumpump-
anordning ansluts till systemet genom hégvakuumventiler.

Mithuvudet bestir av en stilkula (4 till 5 mm i diameter) i ett ror. Kulan hills stabilt svivande av ett magnetfilt,
normalt genom en kombination av permanentmagneter och styrspolar.

Kulan sitts i rorelse med hjilp av roterande filt som produceras av spolarna. Rotationshastigheten mits med
detektorspolar, som mater den alltid nirvarande svaga tvirmagnetiseringen av kulan.

Mitforfarande

Nir kulan har nitt en bestimd rotationshastighet v(o) (normalt omkring 400 varv per sekund), avbryts energi-
tillfdrseln, och gasfriktionen borjar retardera kulans rotation.

Minskningen av rotationshastighet mits som en funktion av tiden. Nar den friktion som orsakats av den mag-
netiska suspensionen ir férsumbar i jimforelse med gasfriktionen, bestims gastrycket p genom:

mcrp v(t)

= x In
P c10t v(o)
dar:
c = gasmolekylernas medelhastighet
r = kulans radie
p = kulans massdensitet
o = koefficient av tangentiell impulsoverforing (e = 1 for en ideal sfirisk kulyta)
t = tid
v(t) = rotationshastighet efter tid t
v(o) = initial rotationshastighet

Denna ekvation kan iven skrivas

merp ot -t

n-1

= X
P 100 t xt

n n-1

dir t,, t,; ir den tid som krivs for ett givet antal N varv. Dessa tidsintervaller t,, t,_, foljer p4 varandra och
>ty

Gasmolekylens medelhastighet ¢ bestims genom

dir:

T = temperaturen

R = universella gaskonstanten
M = molekylvikten
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2. DATA
Angtrycket fran nigon av foregiende metoder skall bestimmas vid minst tvé temperaturer. For att kontrollera
angtryckskurvans linearitet ir det 6nskvirt med tre eller flera bestimningar 1 omridet 0-50 °C.
3. RAPPORTERING
Testrapporten skall, om méjligt, innehilla foljande uppgifter:
— Anvind metod.
— Exakt specificering av imnet (beteckning och orenheter) och eventuella inledande reningsitgirder.
— Minst tvi virden fér ingtryck och temperatur, helst i omradet 0 — 50 °C.
— Alla radata.
— En kurva éver log p, som funktion av 1/T.
— En berikning av angtrycket vid 20-25 °C.
Om en 6verging (tillstandsindring, nedbrytning) iakttas, skall f6ljande uppgifter antecknas:
— Forindringens art.
— Temperatur vid vilken forandringen intraffar vid atmosfariske tryck.
— Angtryck vid 10 och 20 °C under évergingstemperaturen och 10 och 20 °C &ver denna temperatur (sivida
inte overgingen sker frin fast dmne till gas).
Alla uppgifter och upplysningar av betydelse for tolkningen av resultaten skall rapporteras, sirskild vad giller
orenheter och imnets fysiska tillstind.
4. HANVISNINGAR
1. OECD, Paris, 1981, Test Guideline 104, ridets beslut C(81) 30 slutlig.
2. Ambrose, D. i B. Le Neindre, B. Vodar, (Eds.): Experimental Thermodynamics, Butterworths, London,
1975, vol. 11.
3. R. Weissberger ed.: Technique of Organic Chemistry, Physical Methods of Organic Chemistry, 3rd ed.,
kapitel IX, Interscience Publ., New York, 1959, vol. I, del 1.
4. Knudsen, M. Ann. Phys. Lpz., 1909, vol. 29, 1979; 1911, vol. 34, s. 593.
5. NF T 20-048 AFNOR (Sept., 85). Chemical products for industrial use — Determination of vapour pressure
of solids and liquids within range from 10" to 10° Pa - Static method.
6. NF T 20-047 AFNOR (Sept., 85). Chemical products for industrial use — Determination of vapour pressure
of solids and liquids within range from 10 to 1 Pa ~ Vapour pressure balance method.
7. ASTM D 2879-86. Standard test method for vapour pressure temperature relationship and initial decompo-
sition temperature of liquids by isoteniscope.
8. G. Messer, P. Rohl, G. Grosse och W. Jitschin, J. Vac. Sci. Technol.(A), 1987, vol. 5 (4), s. 2440.
9. Ambrose, D.; Lawrenson, 1. J.; Sprake, C. H. S. J. Chem. Thermodynamics 1975, vol. 7, s. 1173.
10. B. E. Rordorf. Thermochimica Acta, 1985, vol. 85, s. 435.
11. G. Comsa, J. K. Fremerey och B. Lindenau, J. Vac. Sci. Technol., 1980, vol. 17 (2), s. 642.
12. G. Reich, J. Vac. Sci. Technol., 1982, vol. 20 (4), s. 1148.
13. J. K. Fremerey, J. Vac. Sci. Technol. (A), 1985, vol. 3 (3), s. 1715.
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Tilligg 1

Utvirderingsmetod

INLEDNING

Man kan anvinda beriknade virden av dngtrycket for att
— bestimma vilken forsoksmetod som ar limplig,

— gora en bedomning eller faststilla ett grinsvirde om man av tekniska orsaker (inbegripet nir ngtrycket ir
mycket ligt) inte kan anvinda férs6ksmetoder,

— konstatera i vilket fall det dr berittigat att avstd frin forsoksmatningar till f6ljd av att dngtrycket sannolikt
kommer att vara < 10-* Pa vid omgivningstemperatur.

BEDOMNINGSMETOD

Vitskors och fasta imnens dngtryck kan bedomas genom anvindning av den modifierade Watson-korrelationen
(se hinvisning a). De enda testdata som ir nédvindiga ir den normala kokpunkten. Metoden kan anvindas vid
ett tryckomride frin 10° Pa till 105 Pa.

Nirmare information om metoden finns 1 “Handbook of Chemical Property Estimation Methods” (se hinvis-
ning b).

BERAKNINGSFORFARANDE

I enlighet med hinvisning b beriknas dngtrycket enligt f6ljande:

(3 24
InP - m(:’»—Z,-[l.)m_lln-'L

v~ A Z RT T,
Tb b b

dar:
T = Den gillande temperaturen
T, = Normal kokpunkt
P, = Angryck vid temperatur T
A H,, = Foringningsvirme
AZ, = Kompressionsfaktor (beriknad till 0,97)
m = Empirisk faktor beroende av det fysiska tillstindet hos den gillande temperaturen
Dessutom:

AH
Tb

® oK (875+RInT,)

dir Kg ir en empirisk faktor som beaktar imnets polaritet. I hinvisning b finns det en forteckning med
Kg-faktorer for flera typer av foreningar.

Det ir ganska vanligt med data som anger kokpunkt vid sinkt tryck. I sidana fall kan man i enlighet med hin-
visning b berikna dngtrycket pa foljande sitt:

m-1
lnPVP~1nP‘+AZRT[ (3 2T> ——2m(3 2T> nT:I

dir T, ir kokpunkten vid sinkt tryck P,.
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RAPPORT

Nir utvirderingsmetoden anvinds skall rapporten inbegripa en omfattande dokumentation av berikningen

LITTERATUR
a. K. M. Watson, Ind. Eng. Chem; 1943, vol. 35, s. 398.

b. W. J. Lyman, W. F. Reehl, D. H. Rosenblatt. Handbook of Chemical Property Estimation Methods,
Mc Graw-Hill, 1982.

Tilligg 2

Figur 1

Apparat f5r bestimning av ingtryckskurvan enligt den dynamiska metoden
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Figur 2a

Apparat f6r bestimning av dngtryckskurvan enligt den statiska metoden (med U-rérsmanometer)
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1. Testimne 6. Temperaturbad

2. Angfas 7. Temperaturmétningsanordning
3. Hogvakuumventil 8. Till vakuumpump

4. U-ror (hjalpmanometer) 9. Ventilation

5. Manometer
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Figur 2b

Apparat for bestimning av dngtryckskurvan enligt den statiska metoden (med tryckindikator)
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1. Testimne 5. Tryckindikator
2. Angfas 6. Temperaturbad
3. Hogvakuumventil 7. Temperaturmétningsanordning

4. Tryckmitare
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Figur 3

Isoteniskop (se hinvisning 7).

1. Till system for tryckreglering och tryckmatning
2. Ror med en ytterdiameter av 8 mm

3. Torrt kvive i trycksystemet

4. Anga av provet

5. Liten spets

6. Flytande prov
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Figur 4

Apparat for bestimning av ingtryckskurvan enligt ingtrycksvigsmetoden
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4. Uppvarmning (kylning) av ugn 11. Till skrivare
5. Mitning av provens temperatur 12. Till hégvakuumpump

6. Kylbox
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Figur 5

Exempel pi en apparat for foringning vid lagt tryck genom effusionsmetoden, med en effusionscellvolym av 8 cm’
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Figur 6a

Exempel pi ett flodessystem for bestimning av dngtryck genom gasmittnadsmetoden
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Exempel p4 ett system for bestimning av dngtryck genom gasmittnadsmetoden med kapilldrror placerat efter
gasmittnadskammaren
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Figur 6b
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2. Manometer

3. Temperaturkontrollerad kammare
4. Termostatspolar for barargas

5. Termometer (Pt 100)
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Figur 7

6. Gasmittnadskammare
7. Kapillarror

8. Absorptionskarl

9. Gasmatare

10. Kylfilla

Exempel pa forsksanordning fér rotormetoden

Angtrycksapparat

A. Mithuvud med roterande kula
B. Proveell

C. Termostat

D. Vakuumrér (turbopump)

E. Lufttermostat
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Figur 8
Exempel pd mithuvud med roterande kula
6
1. Kula
2. Evakuerad rorformad forlingning av 6
3. Permanentmagneter (2)
4. Spolar (2) for vertikal stabilisering
5. Drivspolar (4)
6. Anslutningsflins
A. 5. YISPANNING
1. METOD
De beskrivna metoderna ar baserade pd OECD:s riktlinjer f6r undersokning av kemikalier (se hinvisning 1).
Grundprinciperna anges i hinvisning 2. ‘
1.1 INLEDNING
De beskrivna metoderna anvinds for mitning av ytspanningen hos vattniga losningar.
Vid utférande av dessa test ir det vardefullt att ha forhandskunskap om imnets 16slighet 1 vatten, dess struktur,
hydrolysegenskaper och kritiska koncentrationer {6r micellbildning.
Foljande metoder kan tillimpas pé de flesta kemiska amnen, oavsett renhetsgrad.
Mitning av ytspinning med ringtensiometermetoden ir begrinsad till vattniga I6sningar med en dynamisk vis-
kositet pd mindre dan 200 m Pa s.
1.2 DEFINITIONER OCH ENHETER

Den fria entalpinytan per ytareaenhet betecknas som ytspanning.
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13.

14.

1.5.

1.6.

1.6.2.

1.6.3.

1.6.4.

1.6.4.1.

Ytspianningen anges som:
N/m (SI-enhet) eller
mN/m (SI-underenhet).
1 N/m = 10° dyn/em

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

REFERENSAMNEN

Man behover inte anvinda referensamnen varje ging ett nytt imne skall undersdkas. Referensimnen skall forst
och frimst anvindas f6r att d& och di kontrollera metoden och for jimforelse med resultat som uppnitts med
andra metoder.

I hanvisningarna 1 och 3 anges referensimnen som ticker ett stort antal ytspanningar.

TESTMETODSPRINCIPER

Metoderna ir baserade pa mitning av den storsta kraft som skall utévas vertikalt pd en bygel eller ring i kontakt
med vitskeytan av ett prov som skall undersokas i ett mitkirl for att bryta denna kontakt, eller den vertikala
kraft som behdver utdvas pd en platta vars ena kant har kontakt med vitskeytan, for att 16sgora film som har

bildats.

Amnen vars 16slighet i vatten ir minst 1 mg/liter testas i en vattnig l6sning vid en enda koncentration.

KVALITETSKRITERIER

Dessa metoder kan ge storre noggrannhet dn vad som kan forvintas krivas vid miljobetingade undersokningar.

METODBESKRIVNING

En 16sning av imnet framstills i destillerat vatten. Koncentrationen av denna l6sning skall vara 90 % av imnets
mittnadskoncentration i vatten. Om denna koncentration ir storre dn 1g/l anvinds en koncentration av 1 g/l f6r
testet. Amnen med en lslighet 1 vatten pa mindre dn 1 mg/l beh6ver inte testas.

Plattmetoden

Se ISO-304 och NF T 73-060 (Surface active agents — determination of surface tension by drawing up liquid
films).

Bygelmetoden

Se ISO 304 och NF T 73-060 (Surface active agents - determination of surface tension by drawing up liquid
films).

Ringmetoden

Se ISO 304 och NF T 73-060 (Surface active agents - determination of surface tension by drawing up liquid
films).

OECD-harmoniserad ringmetod

Apparatur
Denna mitning kan géras med kommersiellt tillgingliga tensiometrar och bestir av foljande delar:
— flyttbart provbord,

— kraftmitningssystem,
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— mitkropp (ring),

— matkirl.

1.6.4.1.1. Flyttbart provbord

Det flyttbara provbordet anvinds som stdd till det temperaturreglerade mitkirl som innehiller den vitska som
skall undersokas. Det ir monterat pi ett stativ tillsammans med kraftmitningssystemet.

1.6.4.1.2. Kraftmitningssystem

Kraftmitningssystemet (se figur) ir placerat éver provbordet. Osikerheten vid kraftmitningen fir inte vara
storre in + 10-¢ N, motsvarande en felmarginal pi +0,1 mg viktmitning. Oftast dr maitskalan pid kommersiellt
tillgingliga tensiometrar indelad i mN/m si att ytspinningen kan avldsas direkt i mN/m med en noggrannhet pi
0,1 mN/m.

1.6.4.1.3. Mitkropp (ring)

Ringen ir vanligtvis gjord av en trid av platina-iridium, ungefir 0,4 mm tjock och med en medelomkrets pi 60
mm. Tridringen ir upphingd horisontellt pa en metallsting och en birarm av trid, som utgér anslutningen till
kraftmitningssystemet (se figur).

Figur
Mitkropp

(Alla métt ir angivna i mm)

Stang \

~ 25

Bédrarm

b~ e e e ] -

-~ 60

~ 25

@ ~04

-—

.

\ Ring

S ~ 19,8




54

Europeiska gemenskapernas officiella tidning 06/Vol. 06

1.6.4.14.

1.6.4.2.

1.6.4.2.1.

1.6.4.2.2.

Mitkirl

Mitkirlet som innehéller den testlésning som skall mitas skall vara ett temperaturreglerat glaskirl, Det skall vara
s& utformat att temperaturen pa provldsningen och pi gasfasen ovanfér dess yta forblir konstant under mit-
ningen si att provet inte kan avdunsta. Cylindriska glaskirl med en innerdiameter pa minst 45 mm kan anvin-

das.
Iordningstillande av apparaturen

Rengédring

Glaskirl skall rengoras noggrant. Vid behov skall de diskas med varm kromsvavelsyra och direfter med tjock-
flytande fosforsyrelosning (83 — 98 % per vikt H,PO,), sedan noggrant skéljas i kranvatten och slutligen diskas
1 omdestillerat vatten tills en neutral reaktion erhélls. Slutligen skall de torkas eller skéljas med en del av den
provvitska som skall mitas.

Ringen skall forst skoljas noggrant i vatten for att avligsna eventuella vattenldsliga zmnen. Direfter skall den
nedsinkas hastigt i kromsvavelsyra, tvittas i omdestillerat vatten tills en neutral reaktion erhills och slutligen
upphettas hastigt 6ver en metanolliga.

Anmarkning;

Férorening med imnen som inte l6ses eller forstdrs av kromsvavelsyra eller fosforsyra, t. ex. silikonpreparat,
skall avlagsnas med hjalp av limpligt organiskt 16sningsmedel.

Kalibrering av apparaten

Kalibreringen av apparaten bestir i att nollpunkten kontrolleras och justeras si att instrumentets indikering
medger en tillférlitlig avldsning i mN/m.

Montering:

Apparaten skall planriktas, t. ex med anvindning av ett vattenpass pi tensiometerns fot, varefter niviskruvarna
pa foten justeras.

Nollpunktsjustering:

Nir ringen har monterats p3 apparaten men innan den nedsinks i vitskan, skall tensiometerindikeringen justeras
till noll och ringen kontrolleras s att den ir parallell med vitskeytan. For detta indamal kan vitskeytan anvin-
das som spegel.

Kalibreringar:
Sjilva provkalibreringen kan utféras genom en av foljande tvd metoder:

a) Anvindning av en vikt: detta ar ett forfarande dir ryttare av kind vikt mellan 0,1 och 1,0 g placeras pi
ringen. Kalibreringsfaktorn ®, med vilken alla instrumentavlisningar skall multipliceras, bestims enligt f5l-
jande ekvation (se hanvisning 1):

cr

¢~ 0]
dir:

mg

S = 3% (mN/m)

m = ryttarens vikt (g)
g = tyngdaccelerationen (981 cm s vid havsytan)
b = ringens medelomkrets (cm)
0, = tensiometeravlisningen efter placering av ryttaren pa ringen (mN/m).



06/Vol. 06

Europeiska gemenskapernas officiella tidning

1.6.4.3.

b) Anvindning av vatten: detta ar ett forfarande dir det anvinds rent vatten vars ytspinning vid, t. ex. 23 °C,
ir lika med 72,3 mN/m. Denna metod ir snabbare att utfora an viktkalibreringen men risken finns alltid att
vattnets ytspinning har indrats genom férorening av ytaktiva substanser.

Kalibreringsfaktorn ®,, med vilken alla instrumentavlisningar skall multipliceras, bestams enligt f6ljande ekva-
tion (2):

00
o= @

i litteraturen angivet virde for vattens ytspinning (mN/m)

0, = mitt virde for vattnets ytspinning (mN/m)

bida vid samma temperatur.

Tordningstillande av prov

Vattniga 16sningar framstills med passande koncentrationer av de dmnen som skall undersokas. L3sningarna fir
inte innehdlla ndgra oldsta dmnen.

Lésningarna skall hillas vid en konstant temperatur (+ 0,5 °C). Eftersom en 16snings ytspanning i matkirlet ind-
ras med tiden skall flera mitningar géras vid olika tidpunkter och en kurva ritas 6ver ytspinning som en funk-
tion av tiden. Nir ytspinningen inte lingre indras har ett jamviktstillstind uppnitts.

Damm och gasformig fororening av andra imnen piverkar mitningen. Arbetet skall dirfér utféras under en

skyddskapa.

Testbetingelser

Mitningen skall goras vid ungefir 20 °C och hillas inom + 0,5 °C.

Testforfarande

De 16sningar som skall mitas fylls i det noggrant rengjorda kirlet varvid skumbildning skall undvikas. Mitkarlet
placeras pd apparatens provbord. Bordsytan med mitkirlet skall hojas tills ringen ar helt nedsinke i den l6sning
som skall mitas. Direfter skall bordsytan sinkas gradvis och jamt (med en hastighet av ungefir 0,5 cm/min) fér
att |6sgora ringen frin ytan tills den storsta kraften har uppnitts. Det vitskelager som vidhiftar ringen fir inte
avligsnas frin ringen. Nir mitningen ar gjord skall ringen dter nedsinkas helt i 16sningen och mitningen upp-
repas tills dess att ett konstant ytspinningsvirde erhills. Den tid som gir it frin 6verforing av l6sningen till mit-
kirlet och tills mitningen gors skall antecknas Sr varje bestaimning. Avlisningar skall goras vid den storsta kraft
som behdvs for att 16sgora ringen frin vitskans yta.

DATA

For att berikna ytspinningen skall det pd apparaten i mN/m avlista virdet forst multipliceras med kalibrerings-
faktor @, eller @, (beroende pa vilken kalibreringsmetod som anvinds). Detta ger endast ett ungefirligt virde
som skall korrigeras.

Harkins och Jordan (se hinvisning 4) har empiriskt bestimt korrektionsfaktorer f6r ytspanningsvirden som ir
bestimda med ringmetoden. Dessa faktorer ar beroende av ringens mitt, vitskans densitet och dess ytspinning.
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Eftersom det ar besvirligt att for varje enskild mitning bestimma korrektionsfaktorn utifrin Harkins och Jor-
dans tabeller, kan man vid berikning av ytspinningen hos vattenlosningar anvinda den férenklade metoden att
avlisa de korrigerade ytspanningsvirdena direkt i tabellen. (Interpolation skall anvindas for avlisningar som lig-

ger mellan tabellvirdena.)

TABELL: KORREKTION AV DEN MATTA YTSPANNINGEN

Endast for vattniga 16sningar, ¢ ~ 1 g/cm?

=
I

= 9,55 mm (genomsnittlig ringradie)

-
1}

0,185 mm (ringtrddens radie)

Korrigerat virde (mN/m)
Experimentellt virde (mN/m)
Viktkalibrering (se 1.6.4.2.2. a) Vattenkalibrering (se 1.6.4.2.2. b)
20 16,9 18,1
22 18,7 20,1
24 20,6 22,1
26 22,4 24,1
28 243 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
50 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 57,2 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 71,2 —_
78 73,2 —_

Denna tabell ir utarbetat efter Harkins-Jordans korrektion och liknar den som finns i DIN-standarden (DIN
53914) f6r vatten och vattniga 18sningar (densitet ¢ = 1 g/cm?®) och ir avsedd for en kommersiellt tillginglig ring
med mitten R = 9,55 mm (genomsnittlig ringradie) och r = 0,185 mm (ringtridens radie). Tabellen ger korrige-

rade virden for ytspinning som mitts efter kalibrering med vikt eller vatten.

Alternativt kan ytspinningen utan f6regiende kalibrering beriknas enligt foljande formel:

fxF
°=%rR
dir:
F = kraften mitt p4 dynamometern nir hinnan bryts
R = ringens radie
f = korrektionsfaktorn (se hinvisning 1)
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3. RAPPORTERING
3.1 TESTRAPPORT
Testrapporten skall om méjligt innehalla minst f5ljande uppgifter:
— Anvind metod.
— Anvind typ av vatten eller 1sning.
— Exakt specificering av amnet (beteckning och orenheter).
— Mitresultat: ytspinning (avlisning) med uppgift om bide enskilda avlisningar och deras aritmetiska medel-
virde och det korrigerade medelvirdet (med hinsyn tagen till apparaturfaktorn och korrektionstabellen).
— Lbsningens koncentration.
— Testtemperaturen.
— Den anvinda lésningens alder, sarskilt tidsitgingen mellan framstillning och mitning av 1&sningen.
— Beskrivning av ytspinningens tidsberoende efter Sverforing av losningen till mitkirlet.
— Alla uppgifter och upplysningar som ir av betydelse for tolkningen av resultaten skall rapporteras, i syn-
nerhet med avseende pd orenheter och damnets fysiska tillstind.
3.2 TOLKNING AV RESULTAT
Med tanke pa att destillerat vatten har en ytspanning av 72,75 mN/m vid 20 °C anses imnen med en ytspinning
p4 mindre in 60 mN/m bestimd genom denna metod vara ytspanningsaktiva imnen.
4. HANVISNINGAR
1. OECD, Paris, 1981, Test Guideline 115, radets beslut C(81) 30 slutligt.
2. R. Weissberg ed.: Technique of Organic Chemistry, Physical Methods of Organic Chemistry, 3rd ed., Inter-
science Publ., New York, 1959, vol. I, del I, kapitel XIV.
3. Pure Appl. Chem., 1976, vol. 48, s. 511.
4. Harkins, W. D., Jordan, H. F,, J. Amer. Chem. Soc., 1930, vol. 52, s. 1751,
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1.1.

1.2

1.3.

1.4.

1.4.1.

14.2.

A. 6. VATTENLOSLIGHET

METOD

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

INLEDNING

Vid utférande av detta test ir det virdefullt att ha forhandskunskap om imnets strukturformel, ingtryck, dis-
sociationskonstant och hydrolys (som en funktion av pH-virdet). :

Det finns inte nigon enskild metod som kan anvindas dver hela vattenléslighetsomridet.

De tvd testmetoderna som beskrivs nedan ticker hela loslighetsomridet men kan inte tillimpas pi flyktiga
imnen:

— Den ena metoden, som tillimpas pa visentligen rena imnen med 13g 16slighet (< 10-2 gram per liter) som ir
stabila i vatten, kallas “kolonnelueringsmetoden”.

— Den andra metoden, som tillimpas pi visentligen rena imnen med hogre 15slighet (> 102 gram per liter)
som ir stabila i vatten, kallas “kolvmetoden”.

Det undersokta imnets vattenldslighet kan 1 hog grad piverkas av niarvaron av orenheter.

DEFINITION OCH ENHETER

Ett imnes l6slighet i vatten anges av mittnadskoncentrationen av dmnet i vatten vid en viss temperatur. Loslig-
heten i vatten anges i viktenhet per volym l6sning. SI-enheten dr kg/m? (gram per liter kan ocksi anvindas).

REFERENSAMNEN

Man behéver inte anvinda referensimnen varje ging ett nytt imne skall undersdkas. Referensimnen skall forst
och frimst anvindas fér att di och di kontrollera metoden och for jamférelse med resultat som uppnitts med
andra metoder.

TESTMETODSPRINCIP

Den ungefirliga mingd som behévs av provet och tiden som kréavs f6r att uppnd mittnadskoncentrationen skall
bestimmas 1 ett enkelt forberedande test.

Kolonnelueringsmetoden

Denna metod ar baserad pé eluering av provimnet med vatten frin en mikrokolonn, som innehiller ett inert
birarmaterial, t. ex. glaspirlor eller sand, belagt med &verskott av provimnet. Vattenldsligheten bestims nir elu-
atets viktkoncentration ir konstant. Detta framkommer som en koncentrationsplatd som en funktion av tiden.

Kolvmetoden

Med denna metod 16ses dmnet (fasta imnen pulvriseras) i vatten vid en temperatur ndgot Over testtemperaturen.
Nir mittnad har uppnitts avkyls blandningen och hills under omrérning vid testtemperaturen s linge som
kravs f6r att uppna jamvikt (se hinvisning 2). Alternativt kan mitningen utforas direkt vid testtemperaturen, om
man genom limplig provtagning ser till att mattnadsjamvikt uppnds. Direfter bestims imnets viktkoncentration
i vattenlosningen, som inte fir innehélla olosta partiklar, med limplig analysmetod.
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1.5. KVALITETSKRITERIER

1.5.1. Repeterbarhet
For kolonnelueringsmetoden ir det mojligt att uppnd < 30 %, och f6r kolvmetoden bor den vara < 15 %.

1.5.2. Sensitivitet
Sensitiviteten ir beroende av analysmetoden, men det ir mdjligt att bestimma s 1iga viktkoncentrationer som
10 gram per liter.

1.6. METODBESKRIVNING

1.6.1. Testbetingelser
Testet skall helst utforas vid 20 £ 0,5 °C. Om man misstinker att 1sligheten ir temperaturberoende (> 3 % per
°C), skall man iven utfora tester 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 hillas
konstant 1 alla relevanta delar av utrustningen.

1.6.2. Forberedande test
Till cirka 0,1 g av provet (fasta imnen mdste pulvriseras) i ett 10 ml graderat mitglas med glaspropp tillsitts steg-
vis 6kade mingder destillerat vatten vid rumstemperatur enligt tabellen nedan:
0.1 g loslige i “x 0,1 05 1 2 10 100 > 100
vatten
Ungefirlig 16slighet > 1000 1000—2000 | 200—100 100—50 50—10 10—1 <1
(gram/1)
Efter varje tillsittning av angiven mingd vatten skakas blandningen kraftigt i 10 minuter och kontrolleras visuellt
s att det inte finns nigra olésta delar av provet. Om provet eller delar av det efter tillsittning av 10 ml vatten
fortfarande inte ir 16st, skall experimentet upprepas i ett 100 ml mitglas med en stérre mingd vatten. Vid ligre
l6slighet kan det ta avsevirt lingre tid att 16sa upp ett mne (24 timmar b6r medges). Den ungefirliga 16sligheten
anges 1 tabellen under den volym av tillsatt vatten i vilken fullstindig 16sning av provet intriffar. Om imnet fort-
farande inte verkar vara l6st skall 24 timmar tillitas (hogst 96 timmar) eller ytterligare utspadning géras for att
sakerstilla att kolonneluerings- eller kolvmetoden kan anvindas.

1.6.3. Kolonnelueringsmetoden

1.6.3.1. Birarmaterial, losningsmedel och elueringsmedel

Till kolonnelueringsmetoden skall ett inert birarmaterial anvindas, t. ex. glaspirlor och sand. Ett limpligt flyk-
tigt I6sningsmedel av analytisk reagenskvalitet skall anvindas till att Gverfora provimnet till birarmaterialet. Som
eluerings- eller [8sningsmedel anvinds vatten som omdestillerats i glas- eller kvartsapparaten.

Anmirkning:

Vatten direkt frin en organisk jonbytare fir inte anvindas.
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1.6.3.2.

1.6.3.3.

1.6.34.

Laddning av birarmaterial

Ungefir 600 mg birarmaterial vigs upp och &verfors till en 50 ml rundbottnad kolv.

En limplig, beriknad mingd av provimnet léses 1 det valda 16sningsmedlet. En limplig mingd av provldsningen
tillsdtts bararmaterialet. Losningsmedlet skall avdunstas fullstindigt i t. ex. en rotationsindunstare; i annat fall
uppnis inte vattenmittnad av biraren till f6ljd av fordelningseffekter pd birarmaterialets yta.

Laddningen av birarmaterial kan orsaka problem (felaktiga resultat) om provimnet avsitts som en olja eller i en
annan kristallfas. Problemet skall undersokas experimentellt och rapporteras.

Det laddade bararmaterialet skall ligga i blot i ungefir tvd timmar i cirka 5 ml vatten, och darefter tillsatts sus-
pensionen till mikrokolonnen. Alternativt kan det torra laddade birarmaterialet tillsittas mikrokolonnen, som
har fyllts med vatten, och direfter fir det vila i ungefir tvd timmar tills jimvikt har uppnitts.

Testforfarande:

Elueringen av amnet frin birarmaterialet kan utfSras pd ett av tvi olika satt:
— Med cirkulationspump (se figur 1).

— Med nivkiirl (se figur 4).

Kolonnelueringsmetoden med recirkulationspump

Apparatur

En schematisk uppstillning av ett typiskt system visas i figur 1. En limplig mikrokolonn visas i figur 2, dven om
valfri storlek kan anvindas, forutsatt att den uppfyller kriterierna for reproducerbarhet och sensitivitet. Kolon-
nen skall ha ett tomt utrymme pa minst fem baddvolymer vatten plus minst fem prover. Alternativt kan storle-
ken minskas om mer 16sningsmedel tillsitts som ersittning for de forsta fem biddvolymerna, som avligsnas med
orenheter.

Kolonnen skall anslutas till en cirkulationspump med kapacitet att styra floden pi cirka 25 ml/timme. Pumpen
ansluts med kopplingar av fluoretenplast (PTFE) och/eller glas. Nir kolonnen och pumpen kopplats ihop skall
det vara mojligt att ta prover av eluatet och att hilla det tomma utrymmet i jimvikt vid atmosfiriskt tryck.
Kolonnmaterialet stéds med en liten (5 mm) glasullspropp, som iven fungerar som filter f6r partiklar. Recirku-
lationspumpen kan t. ex. vara en peristaltisk pump (noggrannhet skall iakttas sd att slangmaterialet inte utsitts
for f6rorening och/eller adsorption) eller en membranpump.

Matforfarande

Flédet genom kolonnen startas. Flodeshastigheten bor vara ungefir 25 ml/timme (cirka 10 biddvolymer/timme
for den beskrivna kolonnen). De férsta fem biddvolymerna (minimum) kasseras for att avligsna vattenlésliga
orenheter. Direfter kors cirkulationspumpen tills jimvikt har uppnétts, dvs. nir fem pa varandra foljande prover
ger koncentrationer som slumpmassigt inte avviker mer 4n + 30 %. Dessa prov skall vara dtskilda frin varandra
med tidsintervaller som motsvarar genomloppet av minst 10 biddvolymer elueringsmedel.

Kolonnelueringsmetod med nivdkdirl

Apparatur (se figur 4 och 3)
Nivikirl: Anslutningen till nivikirlet gors med anvindning av ett slipat glasovergingsstycke som kopplas med

en PTFE-slang. Flodeshastigheten bor vara ungefir 25 ml/timme. Successiva fraktioner av eluatet skall samlas
och analyseras efter den valda metoden.

Mitforfarande

Fraktioner frin det mittersta elueringsomridet, dir koncentrationerna ir konstanta (£ 30 %) vid minst fem pd
varandra féljande fraktioner, anvinds for att bestimma losligheten i vatten.
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1.6.4.

1.6.4.1.

1.6.4.2.

1.6.5.

I bida fallen (anvindning av recirkulationspump eller nivikirl) utfors dnnu ett forsok med hilften s hog flo-
deshastighet som vid det forsta f6rsoket. Om resultaten frin de tvd forsoken Sverensstimmer ir testet tillfreds-
stillande. Om 18sligheten ar storre vid testet med ligre flodeshastighet, skall man fortsitta att halvera flsdeshas-
tigheten tills tvd pa varandra f&ljande test ger samma loslighet.

I bida fallen (anvindning av recirkulationspump eller nivikirl) skall fraktionernas innehall av kollodialt material
kontrolleras med hjilp av Tyndall-effekten (ljusspridning). Forekomst av sidana partiklar innebir att resultaten
ir ogiltiga och testet miste upprepas efter forbittringar av kolonnens filtreringsfunktion.

Varje provs pH-virde skall registreras. Ytterligare ett forsok utfors vid samma temperatur.

Kolvmetoden

Apparatur

Till kolvmetoden behévs f6ljande material:

— vanliga laboratorieglas och -instrument,

— limplig anordning f6r omskakning av 16sningar under reglerade konstanta temperaturer,

— en centrifug (helst termostatreglerad), om detta behévs fér emulsioner, och

— utrustning for analytisk bestimning.

Mitforfarande

Den mingd material som behdvs f6r att mitta den dnskade volymen vatten beriknas utifrin det forberedande
testet. Den volym vatten som behovs ir beroende av analysmetoden och l6slighetsomradet. Ungefar fem ginger
den materialmingd som bestimts enligt ovan beriknas for var och en av tre glasbehallare med glasproppar (t. ex.
centrifugglas, kolvar). Den valda volymen vatten tillsitts 1 varje kirl, och kirlen tillsluts helt. De tillslutna kirlen
omskakas direfter vid 30 °C. (En skaknings- eller omrorningsanordning som kan fungera vid konstant tempe-
ratur skall anvindas, t. ex. magnetomrérning 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 da fér att dteruppni jimvikt. Direfter cen-
trifugeras innehdllet i kirlet vid rumstemperatur och foreningens koncentration i den klara vattenfasen bestims
enligt lamplig analysmetod. De tv3 andra kolvarna skall, efter att i tvd respektive tre dagar ha uppnitt en forsta
jimvike vid 30 °C, behandlas likadant. Om koncentrationsresultaten frin minst tvd av kirlen dverensstimmer
med den erforderliga reproducerbarheten, dr testet tillfredsstallande. Om resultaten frin kirl 1, 2 och 3 visar en
tendens att ge stigande virden, skall hela testet upprepas med anvindning av lingre tider f6r uppniende av jim-
vikt.

Mitforfarandet kan ocksd utforas utan foregdende inkubation vid 30 °C. Fér att kunna bedéma graden av mitt-
nadsjimvikt tas prover tills omrorningstiden inte lingre paverkar testimnets koncentration.

Varje provs pH-virde skall registreras.

Analys

Helst skall en imnesspecifik analysmetod anvindas till dessa bestimningar, eftersom sma mingder av 19sliga
orenheter kan orsaka stora fel i den uppmitta lésligheten. Exempel pd sidana metoder ér: gas- eller vitskekro-
matografl, titreringsmetoder, fotometriska metoder och voltametriska metoder.
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2.1.

2.2.

3.1

3.2,

DATA

KOLONNELUERINGSMETODEN

Medelvirdet och standardavvikelsen skall beraknas for minst fem pa varandra féljande prov, tagna vid mittnads-
platin. Resultaten skall anges i viktenheter per volymenhet 16sning.

Genomsnittet frin tvi tester med olika flodeshastigheter jimférs och repeterbarheten skall ligga under 30 %.

KOLVMETODEN

De enskilda resultaten skall anges fér var och en av de tre kolvarna, och fér de resultat, som bedéms vara kon-
stanta (repeterbarhet mindre dn 15 %), skall medelvardet beridknas och anges i viktenheter per volymenhet 15s-
ning. Om l6sligheten ir mycket hog (> 100 gram per liter) kan det vara nodvindigt att omvandla viktenhet till
volymenhet med hjilp av densiteten.

RAPPORTERING

KOLONNELUERINGSMETODEN

Testrapporten skall om méjligt innehélla f5ljande uppgifter:

— Resultaten av det forberedande testet.

— Exakt specificering av imnet (beteckning o;h orenheter).

— XKoncentration, flédeshastighet och pH-virde for varje prov.

— Medelvirde och standardavvikelse f6r minst fem prov frin mittnadsplatdn frin varje f5rsok.
— Genomsnittet av de tvd successiva, acceptabla férsoken.

— Vattentemperaturen under mittnadsprocessen.

— Anvind analysmetod.

— Arten av det anvinda birarmaterialet.

— Laddning av bararmaterialet.

— Anvint l6sningsmedel.

— Tecken pé eventuell kemisk instabilitet hos dmnena under testet och den anvinda metode_n.

— Alla upplysningar av betydelse for tolkningen av resultaten, sirskilt i friga om orenheter och imnets fysiska
tillstdnd.

KOLVMETODEN

Rapporten skall om méjligt innehalla féljande uppgifter:

— Resultaten av det forberedande testet.

— Exakt specificering av dmnet (beteckning och orenheter).

— Enskilda analytiska bestimningar och, om fler 4n ett virde bestimdes, genomsnittet fér varje kolv.

— Varje provs pH-virde.
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— Genomsnittet av virdet fér de olika kolvar som 6verensstimde.

— Testtemperaturen.

— Anvind analysmetod.

— Tecken pi eventuell kemisk instabilitet hos amnena under testet och den anvinda metoden.

— Alla uppgifter och upplysningar som ir av betydelse for tolkningen av resultaten, sarskilt 1 friga om oren-
heter och dmnets fysiska tillstdnd.

HANVISNINGAR
1. OECD, Paris, 1981, Test Guideline 105, ridets beslut C(81) 30 slutligt.

2. NF T 20-045 AFNOR (Sept., 85). Chemical products for industrial use — Determination of water solubility
of solids and liquids with low solubility — Column elution method.

3. NF T 20-045 AFNOR (Sept., 85). Chemical products for industrial use — Determination of water solubility
of solids and liquids with high solubility - Flask method.

Tillagg
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Figur 2
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Figur 3

En typisk mikrokolonn
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Figur 4

Kolonnelueringsmetod med nivakirl

o0 O. 00 l

1 = Nivakarl (tex. 2,5 L 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.

A. 8. FORDELNINGSKOEFFICIENT

METOD

Den beskrivna “skakkolvmetoden” ir baserade pi OECD:s riktlinjer fr undersdkning av kemikalier (se hin-
visning 1).

INLEDNING

Vid utférande av detta test dr det virdefullt att ha forhandskunskap om imnets strukturformel, dissociations-
konstant, hydrolys, 18slighet i n-oktansyra och ytspanning.

Mitningar p3 joniserbara imnen utfSrs pa den icke-joniserade formen (fri syra eller fri bas), dvs. genom anvind-
ning av en passande buffert med ett pH-virde av minst 1 enhet under (fri syra) eller over (fri bas) imnets
pK-virde.

Testmetoden omfattar tvd sirskilda forfaranden: skakkolvmetoden och hégpresterande vitskekromatografi
(HPLC). Den {6rsta metoden ir anvindbar nir virden av log P, (se definitionerna nedan) ligger mellan -2 och
4, och den andra metoden i omridet mellan 0 och 6. Innan endera férséksmetoden inleds skall en preliminir
uppskattning av fordelningskoefficienten erhallas.

Skakkolvmetoden kan endast anvindas f6r visentligen rena amnen som ir l6sliga i vatten och n-oktan. Den kan
inte anvindas for ytaktiva imnen (for vilka ett berdknat virde eller en uppskattning grundad pa 16sligheten i vat-
ten respektive n-oktan bér finnas).

HPLC-metoden kan inte anvindas for starka syror och baser, metallkomplexer, ytaktiva imnen och imnen som
reagerar med elueringsmedlet. For sddana material anvinds ett beriknat eller uppskattat virde pi grundval av
18sligheten i n-oktan respektive vatten.

HPLC-metoden ir mindre kanslig in skakkolvmetoden for nirvaron av orenheter i imnet. Trots detta kan oren-
heter i vissa tillfillen gora det svért att tolka resultaten eftersom toppvirden blir osikra. For blandningar med ett
ouppldst band anges en &vre och nedre grins for log P.

DEFINITIONER OCH ENHETER

Fordelningskoefficienten (P) definieras som férhillandet mellan jimviktskoncentrationerna (c;) for ett imne som
16sts i ett tvafassystem bestiende av tvd i stort sett icke blandbara l6sningsmedel. F6r n-oktansyra och vatten ar

P = Cn—oktanﬂra

ow C

vatten

Fordelningskoefficienten (P) ar siledes ett forhallande mellan tvd koncentrationer och uttrycks vanligtvis i form
av dess logaritm f6r basen 10 (log P).

REFERENSAMNEN

Skakkolvmetoden

Man beh6ver inte anvinda referensimnen varje ging ett nytt amne skall undersokas. Referensimnen skall forst
och frimst anvindas for att da och da kontrollera metoden och fér jimférelse med resultat som uppnitts med
andra metoder.

HPLC-metoden

For att kunna korrelera uppmitta HPLC-data for ett imne med dess P-virde miste en kalibreringskurva for
log P mot kromatografiska data faststillas med anvindning av minst 6 referenspunkter. Det ir upp till anvinda-
ren att valja limpliga referensimnen. Nir sd ar mojligt skall minst ett referensimne ha ett P,,-virde som ligger
Sver testimnets, och minst ett med ett P, -virde under testimnets. For virden av log P under 4 kan
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1.4.

14.1.

14.2.

1.5.

kalibreringen baseras pi data som erhillits genom skakkolvmetoden. For virden av log P Gver 4 kan kalibre-
ringen baseras pi validerade hinvisningsvirden om dessa motsvarar beriknade virden. For bittre noggrannhet ir
det att foredra att vilja referensimnen som strukturmissigt liknar testimnet.

Det finns omfattande listor av virden av log P, for mdnga grupper av kemikalier (se hinvisningar 2 och 3). Om
det inte finns data om fordelningskoefficienter for strukturmissigt besliktade imnen kan en mer allmin kalibre-
ring, upprattad med andra referensféreningar, anvindas.

1 tilligg 2 finns en lista med rekommenderade referensimnen och deras P__-virden.

TESTMETODSPRINCIPER

Skakkolvmetoden

For att kunna bestimma fordelningskoefficienten méste jimvikt uppnds mellan alla samverkande komponenter i
systemet, och koncentrationerna av de dmnen som l6sts i de tvd faserna maste bestimmas. En genomgang av lit-
teraturen i detta dmne visar att man kan anvinda flera olika tekniker for att l6sa detta problem, dvs. noggrann
blandning av tvi faserna for bestimning av det undersokta amnets jamviktskoncentration efter separation av
faserna.

HPLC-metoden

HPLC utférs pa analytiska kolonner packade med en kommersiellt tillginglig fast fas innehallande linga kedjor
av kolvite (t. ex. Cg, Cy4) kemiskt bundna till kisel. Om kemikalier insprutas pé en sidan kolonn kommer de att
vandra genom den med olika hastigheter, eftersom deras férdelning mellan den mobila och den stationira fasen
inte ir densamma. Kemikalieblandningar elueras i ordningsfoljd efter hydrofobicitet, varvid de vattenlosliga
kemikalierna elueras forst och de oljeupplésliga sist, i proportion till deras kolvite-/vattenférdelningskoefficient.
Direfter kan sammanhanget mellan retentionstiden pd en sidan kolonn (med omvind fas) och
n-oktan/vattenfordelningskoefficienten faststillas. Férdelningskoefficienten utleds av kapacitetsfaktorn k, som
fas genom

dir tg dr testimnets retentionstid och t, den genomsnittliga tid det tar f6r en 18sningsmedelsmoleky! att komma
igenom kolonnen (kolonnens dodtid).

Det krivs inga kvantitativa analysmetoder och det dr endast ndvindigt att bestimma retentionstiden.

KVALITETSKRITERIER

Repeterbarhet

Skakkolvmetoden

For att sikerstalla en exakt fordelningskoefficient skall dubbla bestamningar goras under tre olika testbetingelser,
varvid sivil mingden av det angivna imnet som férhillandet mellan 16sningsmedlens volymer kan varieras.
Bestimningen av férdelningskoefficientens virden uttryckta som deras allminna logaritmer skall ligga inom = 0,3
logaritmenheter.

HPCL-metoden

Fér att 6ka tilltron till mitningen gors dubbla bestimningar. Virdena av log P beriknade pi grundval av de indi-
viduella mitningarna skall ligga inom ett intervall av +0,1.
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1.5.2. Sensitivitet
Skakkolvmetoden
Metodens mitomride bestims av analysférfarandets detektionsgrins. Denna bor vara tillricklig for att medge
bestimning av virden for log P, i omradet -2 till 4 (under vissa omstindigheter kan detta omride 6kas till log
P,., upp till 5) nir koncentrationen av det 16sta dmnet i endera fasen inte ir storre dn 0,01 mol per liter.
HPLC-metoden
Med HPLC-metoden kan man uppskatta fordelningskoefficienter 1 log P,,,-omradet frin 0 till 6.
Normalt kan en férenings fordelningskoefficient uppskattas med en avvikelse av mindre in + 1 frin det virde
som uppnds med skakkolvmetoden. Typiska korrelationer framgr i hinvisningarna (4, 5, 6, 7 och 8). Man upp-
nir normalt storre noggrannhet om man anvinder korrelationskurvor baserade pi strukturmissigt besliktade
referensimnen (se hinvisning 9).

1.5.3. Specificitet
Skakkolvmetoden
Nernsts fordelningslag giller endast for utspidda l6sningar vid konstant temperatur, tryck och pH-virde. Den
giller endast for ett rent imne som fordelats mellan tvi rena l8sningsmedel. Om flera olika l6sta imnen fore-
kommer i den ena eller i bida faserna samtidigt, kan detta piverka resultaten.
Dissociation eller association av de 16sta molekylerna resulterar i avvikelser frin Nernsts férdelningslag. Sidana
avvikelser framgér av det faktum att férdelningskoefficienten blir beroende av 16sningens koncentration.
P4 grund av de manga inblandade jimvikterna skall denna metod inte anvindas pa joniserbara féreningar utan
korrektion. For sidana fSreningar kan man Gverviga att anvinda buffertldsningar i stillet for vatten. I si fall
skall buffertldsningens pH-virde ligga minst 1 enhet frin imnets pKa och detta pH-virdes inverkan pd miljén
skall beaktas.

1.6. METODBESKRIVNING

1.6.1. Preliminir uppskattning av férdelningskoefficienten
Fordelningskoefficientens virde kan foretridesvis uppskattas genom en enkel berikning (se tilligg 1) eller, vid
behov, pd grundval av testimnenas 16slighet i de rena 16sningsmedlen (se hinvisning 10).

1.6.2. Skakkolvmetoden

1.6.2.1. Forberedelser

n-oktansyra: Fordelningskoefficienten skall bestimmas med anvindning av reagenser med mycket hég analytisk
renhetsgrad.

Vatten: Destillerat eller omdestillerat vatten frin glas- eller kvartsapparat skall anvindas. Fér joniserbara féren-
ingar anvands buffertlésningar istdllet for vatten, om detta ir motiverat.

Anmirkning:

Vatten som himtats direkt frin en jonbytare fir inte anvindas.
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1.6.2.1.1.

1.6.2.1.2,

1.6.2.1.3.

1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.3.1.

1.6.2.3.2.

1.6.2.4.

Formittnad av losningsmedlen

Innan en férdelningskoefficient bestims mittas var och en av de faser som ingir i l6sningsmedelssystemet 6mse-
sidigt genom omskakning vid testtemperatur. For detta ar det praktiskt att anvinda en mekanisk skakapparat,
och lata den i 24 timmar skaka tvd stora stamkolvar med n-oktansyra med mycket hog analytisk renhetsgrad
eller vatten, vardera innehallande tillricklig mingd av det andra 16sningsmedlet, varefter flaskorna far st3 tillrick-
ligt linge fér att medge separation av faserna och for att uppnd ett mittnadstillstind.

Testforberedelse

Testkirlet skall vara nastan helt fyllt av tvifassystemet. Detta forhindrar materialférlust till f61jd av avdunstning.
Forhallandet mellan volym och mingder dmne faststills pi grundval av féljande:

— Den preliminira uppskattningen av fordelningskoefficienten (se ovan).
— Den minsta mingden testimne som behovs for analysforfarandet.
— Begrinsningen av en hogsta koncentration i endera fasen pa 0,01 mol per liter.

Tre test skall goras. I det forsta tillsitts det beraknade volymf6rhillandet av n-oktansyra till vatten; i det andra
tillsitts dubbla volymen n-oktansyra; och i det tredje tillsitts halva volymen n-oktansyra (dvs. 1:1, 1:2, 2:1.).

Testamne

En staml6sning framstills i n-oktansyra formittad med vatten. Innan stamlSsningen anvinds for bestimning av
fordelningskoefficienten skall dess faktiska koncentration bestimmas exakt. Denna lésning skall férvaras under
stabila betingelser.

Testbetingelser

Testtemperaturen skall hillas konstant (£ 1 °C) och ligga i omradet 20-25 °C.

Mitforfarande

Uppniende av fordelningsjimvikte

For varje testbetingelse anvinds tvé testkirl som vart och ett innehiller erforderliga, exakt mitta mingder av de
tva losningsmedlen och den erforderliga mingden stamlosning.

Delarna n-oktansyra skall mitas per volym. Testkirlen skall antingen placeras i en limplig skakapparat eller ska-
kas for hand. Nir ett centrifugeringsglas anvinds rekommenderas att snabbt vrida centrifugglaset 180° kring dess
tviraxel si att all instingd luft stiger upp genom de tvi faserna. Erfarenheten visar att 50 sidana vridningar nor-
malt ir tillrickligt for att erhélla fordelningsjamvikt. For att vara siker pd detta rekommenderas 100 vridningar
under fem minuter.

Fasseparation

Vid behov kan blandningen centrifugeras for att separera faserna. Detta gors i en laboratoriecentrifug som hills
vid rumstemperatur, eller, om en centrifug utan temperaturreglering anvinds, skall centrifugglasen minst en
timme fore analysen bringas i jaimvikt med testtemperaturen.

Analys

For bestimningen av fordelningskoefficienten ir det nédvindigt att bestimma koncentrationerna av testimnet i
bada faserna. Detta kan man géra genom att for varje testbetingelse ta ett delprov av varje fas frin varje glas och
analysera dessa enligt det valda férfarandet. Den totala mingden dmne i bida faserna beriknas och jimférs med
den mingd dmne som ursprungligen tillsattes.
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Proven frén vattenfasen skall tas pa sa sitt att risken att den innehiller spar av n-oktansyra minimeras: en glas-
spruta 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 limplig volym av vattenfasen
dras upp i sprutan. Sprutan dras snabbt bort frin 1sningen och kanylen avligsnas. Innehillet i sprutan kan
sedan anvindas som vattenprovet. Koncentrationen 1 de tvi separerade faserna skall helst bestimmas med en
imnesspecifik metod. Exempel pa fysisk-kemiska bestimningar som kan vara limpliga ar
— fotometriska metoder,

— gaskromatografi,

— hogpresterande vatskekromatografi (HPLC).
1.6.3. HPLC-metoden
1.6.3.1. Forberedelser

Apparatur

Det krivs en vitskekromatograf med pulsfri pump och passande detektionssystem. Anvindning av insprutnings-
ventil med insprutningsspole rekommenderas. Nirvaro av poldra grupper i den stationira fasen kan visentligt
nedsitta HPLC-kolonnernas prestation. Till {6ljd av detta méste de stationira faserna ha ligsta méjliga procen-
tuella innehdll av poldra grupper (se hinvisning 11). Ett kommersiellt mikroniserat fyllningsmaterial med
omvind fas eller firdigfyllda kolonner kan anvindas. Eventuellt kan en férkolonn placeras mellan insprutnings-
systemet och den analyskolonnen.

Mobil fas

Metanol och vatten av HPLC-kvalitet anvinds for att framstilla elueringsvitskan, vilken avgasas innan anvind-
ning. Isokratisk eluering anvinds. Den anvinda metanol/vattenblandningen skall innehilla minst 25 % vatten.
Fér eluering av foreningar med ett log P av 6 pa en timme med en flédeshastighet av 1 ml/m ricker det vanligtvis
med en blandning av metanol och vatten i forhillandet 3:1 (v/v). For foreningar med ett hogt log P-virde kan
det vara nédvindigt att minska elueringstiden (aven for referensimnena) genom att utnyttja en mindre polir
mobil fas eller en kortare kolonn.

Amnen med mycket lig 18slighet i n-oktan har en tendens att ge onormalt liga virden for log P, med HPLC-
metoden. Ibland foljer sidana féreningars toppar lésningsmedelsfronten. Detta beror sannolikt pi att férdel-
ningsprocessen ir for lingsam for att jamvikt skall kunna uppnis inom tiden fér en HPLC-separation. I detta
fall kan en minskning av flodeshastigheten och/eller en minskning av metanol/vattenforhillandet vara effektivt
for att erhilla ett pilitligt varde.

Béde testimnet och referensimnen skall vara 15sliga 1 den mobila fasen 1 en si hoég koncentration att detta kan
pavisas. Endast i undantagsfall fir tillsdttningsimnen anvindas till metanol/vattenblandningen, eftersom tillsiet-
ningsimnen kommer att indra kolonnens egenskaper. For kromatografer med tillsittningsimnen skall man alltid
anvinda en separat kolonn av samma slag. Om metanol/vatten inte ir limpligt kan man anvinda andra bland-
ningar av vatten och organiska losningsmedel, t. ex. etanol/vatten eller acetonitril/vatten.

For joniserbara amnen ir elueringsvitskans pH-virde kritiskt. Det skall ligga innanfér kolonnens driftsomride,
vilket normalt ir frin 2 till 8. Anvindning av buffert rekommenderas. Det ar viktigt att undvika saltutfillning
och férsamring av kolonnen, vilket kan férekomma med vissa blandningar av organisk fas och buffert. HPLC-
mitningar med kiselbaserade faser med pH over 8 rekommenderas inte eftersom alkalisk mobil fas kan leda till
att kolonnens prestation hastigt forsimras.

Losningar

Referensimnen skall vara av renast mojliga kvalitet. For testning och kalibrering skall imnena om méjligt 16sas
1 den mobila fasen.

Forsoksbetingelser

Temperaturen under mitningarna bor inte variera med mer an +2 K.
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1.6.3.2.

Maitningar

Berikning av didtiden t,
Daodtiden t, kan bestimmas antingen med en homolog serie (t. ex. n-alkylmetylketoner) eller med organiska
imnen som inte hills kvar (t. ex. thiourea eller formamid). For att berikna dédtiden t, pa grundval av en homo-

log serie insprutas minst sju element av en homolog serie, och retentionstiderna bestims. Bruttoretentionstiderna
ty(q, + 1y avbildas mot t,, ), och i regressionsekvationen

=a+bt

Crne + 1) r(ne)

bestims avskirningen a och hillningskoefficienten b (n, = antalet kolatomer). Dédtiden ges di genom

t,=a/(1-b)

Kalibreringskurva

Nista steg bestir i att konstruera en korrelationskurva av log k mot log P f6r passande referensimnen. I prak-
tiken insprutas det samtidigt mellan fem och tio standardreferensimnen, om log P ligger i det férvintade omri-
det, och retentionstiderna bestims, helst med en integrationsskrivare som ir kopplad till detektionssystemet.
Motsvarande logaritmer for kapacitetsfaktorerna, log k, beriknas och avsitts mot den log P som ir bestimd
genom skakkolvmetoden. Kalibreringen foretas regelbundet, minst en ging om dagen, for att ta hinsyn dll for
eventuella indringar i kolonnens prestation.

Bestamning av testimnets kapacitetsfaktor

Testimnet sprutas in som en s3 liten mingd mobil fas som mojligt. Retentionstiden bestims (dubbla bestimning-
ar), varefter kapacitetsfaktorn k kan beriknas. P4 grundval av korrelationskurvan Gver referensimnena kan
testimnets fordelningskoefficient interpoleras. Vid mycket liga och mycket héga fordelningskoefficienter ir det

nddvindigt att extrapolera. I sidana fall miste man vara sirskilt uppmirksam p3 regressionslinjens konfidens-
grinser.

DATA

Skakkolvmetoden

Tillf6rlitligheten av de bestimda P-virdena kan prévas genom en jimférelse mellan medelvirdena fér de dubbla
bestimningarna och det totala medelvirdet.

RAPPORTERING

Testrapporten skall om mojligt innehilla f6ljande uppgifter:
— Exakt specificering av dmnet (beteckning och orenheter).

— Om metoderna inte kan anvindas (t. ex. ytaktiva material), ett beriknat virde eller en uppskattning pa
grundval av individuella n-oktan och vattenloslighet.

— Alla uppgifter och upplysningar av betydelse fér tolkningen av resultaten, sirskild i friga om orenheter i
imnet och imnets fysiska tillstind

For skakkolvmetoden:

— Resultatet frin en eventuell preliminir uppskattning.

— Temperatur vid bestimningen.

— Data om de analysférfaranden som anvinds vid bestimning av koncentrationerna.
— Eventuell centrifugeringstid och -hastighet.

— De mitta koncentrationerna i bdda faserna f6r varje bestimning. (Detta innebir att totalt 12 koncentrationer
skall anges.)
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Vikten pi testimnet, den anvinda volymen av varje fas i varje testkirl och den totala beriknade mingden
testimne som finns i varje fas efter uppniende av jimvikt.

De beriknade virdena f6r fordelningskoefficienten (P) och medelvirdet fér varje uppsittning testbetingelser,
liksom medelvirdet for alla bestimningar. Eventuella tecken pi att férdelningskoefficienten ir koncentra-
tionsberoende skall anges i rapporten.

De enskilda P-virdenas standardavvikelse frin genomsnittet.

Genomsnittsvirdet for P frin alla bestimningar anges ocksd som dess logaritm (bas 10).

Det beriknade teoretiska virdet av P, nar detta virde ir bestimt eller nir det mitta virdet ir > 10

pH-virdet 1 vattnet som har anvints och i vattenfasen under testet.

Motivering f6r anvindning av buffertlosningar i stallet for vatten, deras sammansittning, koncentration och
pH-virde samt vattenfasens pH-virde fore och efter testet.

For HPLC-metoden:

Resultatet av en eventuell preliminir uppskattning.

Test- och referensimnen, och deras renhetsgrad.

Temperaturomride vid bestimningen.

Det pH-virde vid vilket bestimningarna gjorts.

Detaljerade uppgifter om analys- och férkolonn, rorlig fas och detektionssystem.
Retentionsdata och hinvisningsvirden for log P for referensimnen som anvints vid kalibrering.
Detaljerade uppgifter om anpassning av retentionslinjen (log k mot log P).
Genomsnittliga retentionsdata och interpolerat log P-virde for testimnet.
Beskrivning av utrustning och driftsbetingelser.

Elueringsprofiler.

Den mingd test- och referensimne som tillforts kolonnen.

Dédtiden och hur den dr uppmitt.
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remont, California 91711.

4. L. Renberg, G. Sundstrém och K. Sundh-Nygird, Chemosphere, 1980, vol. 80, s. 683.
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6. B. McDuffie, Chemosphere, 1981, vol. 10, s. 73.

7. W. E. Hammers et al,, . Chromatogr., 1982, vol 247, s. 1.

8. ]. E. Haky och A. M. Youg, J. Liq. Chromat., 1984, vol. 7, s. 675.
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23. N. S. Nirrlees, S. J. Noulton, C. T. Murphy, P. J. Taylor; J. Med. Chem., 1976, vol. 19, s. 615.

Tillagg 1

Metoder for berikning/uppskattning

INLEDNING

1 Handbook of Chemical Property Estimation Methods finns en allmin introduktion till berikningsmetoder, data
och exempel (se hinvisning a).

Beriknade virden av P_,, kan anvindas

— f&r att bestimma vilken testmetod som ar limplig (skakkolvomrade: log P,,: 2 till 4, HPLC-omride: log
P_.: 0 all 6),

— for val av limpliga testbetingelser (t. ex. referensimnen for HPLC-forfaranden, volymratio n-oktanol/vatten
for skakkolvmetoden),

— som en intern laboratoriekontroll vid eventuella forsoksfel,

— for att f en uppskattning av P_, i fall dir testmetoderna inte kan tillimpas av tekniska skil.

UPPSKATTNINGSMETOD
Preliminir uppskattning av fordelningskoefficient
Férdelningskoefficientens virde kan uppskattas med hjilp av testsubstansens loslighet i rena losningsmedel.

For detta anvinds:

mittnad ¢y

P A
uppskattning .
mittnad c ;...

BERAKNINGSMETODER

Principen for berikningsmetoderna

Alla berikningsmetoder ir baserade pa formell fragmentering av molekylen i limpliga understrukturer f6r vilka
man har pilitlig kinnedom om log P, -inkrementer. Log P, fér hela molekylen beriknas sedan som summan
av dess motsvarande fragmentvirden plus summan av korrektionsuttrycken fér intramolekylir vixelverkan.
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En lista med fragmentkonstanter och korrektionsuttryck finns i hinvisningarna b, ¢, d och e. Vissa av dem upp-
dateras regelbundet (hinvisning b).

Kvalitetskriteria

Normalt avtar berikningsmetodens pilitlighet 1 takt med komplexiteten hos den testade féreningen. For enkla
molekyler med lig molekylvikt och en eller tva funktionsgrupper kan en avvikelse av 0,1 till 0,3 f6rvintas mellan
resultatet av olika fragmenteringsmetoder och det mitta vardet for log P,,,. Felmarginalen kan vara innu storre
f6r mer komplexa molekyler. Detta beror pi pilitligheten och férekomsten av fragmentkonstanter, liksom moj-
ligheten att kdnna igen intramolekylira vixelverkningar (t. ex. vateforbindelser) och om korrektionstermen
anvinds korrekt (detta ar inte ett lika stort problem med programvaran CLOGP-3). I friga om joniserbara for-
eningar ir det av stor betydelse att laddningen eller joniseringsgraden bedoms korrekt.

Berikningsmetoder

Hansch IT-metoden

Den ursprungliga konstanten for hydrofoba substituenter, 7, som inférts av Fujita m. fl. (se hanvisning f) defi-
nieras genom

n, =log P, (PhX) - log P, (PhH)

dir P, (PhX) ar férdelningskoefficienten av ett aromatiskt derivat och P, (PhH) ir moderforeningens fordel-
ningskoefficient

(tex.my =logP_, (CH,Cl) ~logP (CH,)

ow
=284 - 2,13 = 0,71).

I enlighet med dess definition ir -metoden limplig f&r aromatisk substitution. Det finns tabeller med -virden fér
ett stort antal substitutioner (se hanvisningar b, ¢ och d). De anvinds for berikning av log P, for aromatiska
molekyler och understrukturer.

Rekkers metod

I enlighet med Rekker (se hinvisning g) beriknas virdet av log P, pi foljande sitt:

log P, = > af + > (vixelverkansuttryck)
i i

dir f; representerar olika molekylfragmenkonstanter och a, ir den frekvens med vilken de forekommer i den
molekyl som testas. Korrektionstermerna kan uttryckas som en integral multipel av en enda konstant C,, (dens.
k. “magiska konstanten”). Fragmentkonstanterna f; ch C, bestims pa grundval av en tabell med 1054 experi-
mentellt bestimda virden av P, (825 féreningar) med anvindning av flerdimensionell regressionsanalys (se hin-
visningar ¢ och h). Vixelverkningsuttrycken bestims efter faststillda regler som beskrivs i hinvisningslitteratu-
ren (se hinvisningar e, h och i).

Hansch-Leos metod

I enlighet med Hansch och Leo (se hinvisning ¢) beriknas virden av log P, pi foljande sitt:

]ogP0w=Zaifi+2bij
j

i

dir f; representerar de olika molekylfragmenkonstanterna, F; ir korrektionsuttrycken och a; och b; ir de mot-
svarande upptridandefrekvenserna. P4 grundval av experimentellt bestimda virden av P_,, har man genom att
prova sig fram kunnat stilla upp en lista &ver atom- och gruppfragmentvirden och en lista dver korrektionsut-
tryck F; (s. k. “faktorer”) Korrektionsuttrycken har delats in i olika klasser (se hinvisningar a och ¢). Det ir rela-
tivt komplicerat och tidsodande att ta hiansyn till alla regler och korrektionsuttryck. Programvarupaket har
utvecklats for detta (se hinvisning b).
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Kombinerad metod

Berikningen av log P, for komplexa molekyler kan forbattras betydligt om molekylen delas upp i storre del-
strukturer for vilka pilitliga log P,-virden finns tillgingliga, antingen frin tabeller (se hinvisningar b och c)
eller frin egna mitningar. Sidana fragment (t. ex. heterocykler, anthraquinon, azobensen) kan sedan kombineras
med Hanschs II-virden eller med Rekkers eller Leos fragmentkonstanter.

Anmirkningar

1) Berikningsmetoderna kan endast anvindas pd helt eller delvis joniserade foreningar om det ir méjligt att
beakta de nédvindiga korrektionsfaktorerna.

ity Om intramolekylira viteférbindelser kan antas férekomma maiste motsvarande korrektionstermer (ca + 0,6
tll +1,0 log P, -enheter) liggas till (se hinvisning a). Indikationer av nirvaron av sidana foérbindelser kan
erhillas frin stereomodeller eller spektroskopiska data av molekylen.

ii1) Om flera tautomeriska former ir méjliga anvinds den mest sannolika formen som bas fér berikningen.

iv) Revisioner av listor med fragmentkonstanter skall f6ljas noggrant.

Rapportering

Vid anvindning av beriknings-/uppskattningsmetoder skall testrapporten om méjligt innehilla foljande infor-
mation: '

— Beskrivning av imnet (blandning, orenheter, etc.).

— Indikation av eventuella intramolekylira viteférbindelser, dissociation, laddning och andra eventuella sir-
skilda forhillanden (t. ex. tautomeri).

— Beskrivning av berikningsmetoden.
— Identifiering eller tilthandahillande av databas.
— Sirskilda val av fragment.

— Fullstindig dokumentation av berikningen.
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Tilligg 2

Rekommenderade referensimnen for HPLC-metoden

Nr. Referensimne Log P, pKa
1 2-butanon 0,3
2 4-acetylpyridin 0,5
3 Anilin 0,9
4 Acetanilid 1,0
5 Bensylalkohol 1,1
6 p-metoxifenol 1,3 pKa =10,26
7 Fenoxyittiksyra 1,4 pKa=3,12
8 Fenol 1,5 pKa=9,92
9 2,4-dinitrofenol 1,5 pKa =396
10 Bensonitril 1,6
1 Fenylattiknitril 1,6
12 4-metylbensenalkohol 1,6
13 Acetonfenon 1,7
14 2-nitrofenol 1,8 pKa=7,17
15 3-nitrobensoesyra 1,8 pKa=3,47
16 4-kloranilin 1,8 pKa=4,15
17 Nitrobensen 1,9
18 Kanelalkohol 1,9
19 Bensoesyra 1,9 pKa=4,19
20 p-kresol 1,9 pKa=10,17
21 Kanelsyra 2,1 pKa =3,89 cis
4,44 trans '
22 Anisol 2,1
23 Metylbensoat 2,1
24 Bensen 2,1
25 3-metylbensoesyra 2.4 pKa=4,27
26 4-klorfenol 2,4 pKa=9,1
27 Trikloretylen 2,4
28 Atrazin 2,6
29 Etylbensoat 2,6
30 2,6-diklorbensonitril 2,6
31 3-klorbensoesyra 2,7 pKa=3,82
32 Toluen 2,7
33 1-naftol 2,7 pKa = 9,34
34 2,3-dikloranilin 2,8
35 Monoklorbensen 2,8
36 Allyl-fenyleter 2,9
37 Bromobensen 3,0
38 Etylbensen 3,2
39 Bensofenon 3,2
40 4-fenylfenol 3,2 pKa = 9,54
41 Tymol 33
42 1,4-diklorbensen 34
43 Difenylamin 34 pKa=20,79
44 Naftalen 3,6
45 Fenylbensoat 3,6
46 Isopropylbensen 3,7
47 2,4,6-triklorfenol 3,7 pKa=6
48 Bifenyl 4,0
49 Bensylbensoat 4,0
50 2,4-dinitro-6 sec. butylfenol 4,1
51 1,2,4-triklorbensen 4,2
52 Dodekansyra 42
53 Difenyleter 4,2
54 n-butylbensen 4,5
55 Fenantren 4,5
56 Fluoranten 47
57 Dibensyl 4,8
58 2,6-difenylpyridin 4,9
59 Trifenylamin 5,7
60 DDT 6,2
Andra referensimnen med lig log P,
1 Nikotinsyra -0,07
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.5.2.

1.5.3.

1.6.

A. 9. FLAMPUNKT

METOD

INLEDNING

Vid utforande av detta test dr det virdefullt att ha forhandskunskap om imnets brandfarlighet. Testf6rfarandet
kan tillimpas p4 flytande imnen vars dngor kan antindas av antindningskillor. De testmetoder som beskrivs i
denna text ir endast tillforlitliga f6r de flampunktsomriden som anges fér de enskilda metoderna.

Vid val av férséksmetod skall man ta hinsyn ull en eventuell kemisk reaktion mellan zmnet och provbehallaren.

DEFINITIONER OCH ENHETER

Flampunkten ir den lagsta temperatur, korrigerad vid ett tryck av 101,325 kPa, vid vilken testvitskan i ett slutet
testkirl, under de betingelser som definieras f6r testmetoden, utvecklar dnga i sidan mingd att en brandfarlig
4ng-luftblandning bildas i testkirlet.

Enbheter: °C

t=T - 273,15

(ti°Coch TiK)

REFERENSAMNEN

Man behéver inte anvinda referensimnen varje ging ett nytt dmne skall undersékas. Referensimnen skall forst
och frimst anvindas f6r att dd och di kontrollera metoden och for jimforelse med resultat som uppnitts med
andra metoder.

TESTMETODSPRINCIPER
Amnet placeras i ett testkirl och virms upp eller kyls ned till testtemperaturen i enlighet med det beskrivna for-

farandet f6r de individuella testmetoderna. Antindningsférsék utférs for att faststilla om provet antinds vid
testtemperaturen.

KVALITETSKRITERIER

Repeterbarhet

Repeterbarheten varierar med flampunktsomride och anvind testmetod: hogst = 2 °C.

Sensitivitet

Sensitiviteten ir beroende av anvind testmetod.

Specificitet

Vissa testmetoders specificitet r begrinsad till vissa flampunktsomriden och avhingiga av imnesrelaterade egen-
skaper (t. ex. hog viskositet).

METODBESKRIVNING

Férberedelser

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

Av sikerhetsskil rekommenderas att man for energiska eller toxiska imnen endast anvinder en metod med en
liten provstorlek, ca 2 cm?®.
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1.6.2. Testbetingelser
Apparaten skall, sivida detta ar forenligt med sikerhetskraven, placeras fritt frin drag.

1.6.3. Testforfarande

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

1.6.3.2. Icke-jamuiktsmetoden
Abel-apparat:
Se BS 2000 del 170, NF M07-011, NF T66-009.
Abel-Pensky-apparat:
Se (EN 57), DIN 51755 del 1 (f6r temperaturer fran 5 - 65 °C), DIN 51755 del 2 (f5r temperaturer under 5 °C),
NF M07-036.
Tag-apparat:
Se ASTM D 56.
Pensky-Martens-apparat:
Se ISO 2719, EN 11, DIN 51758, ASTM D 93, BS 2000-34, NF M07-019.
Anmirkningar:
Om flampunkten, bestimd med en icke-jimviktsmetod enligt 1.6.3.2., konstateras vara 0 = 2 °C, 21 £ 2 °C eller
55 + 2 °C, skall den bekriftas med en jimviktsmetod med samma apparat.
Endast de metoder som kan utvisa flampunktstemperaturen fir anvindas till en anmilan.
For att bestimma flampunkten f6r viskésa vitskor (firger, lim och liknande) som innehiller 16sningsmedel, far
endast apparatur och testmetoder som limpar sig f6r bestimning av flampunkten for viskosa vitskor anvindas.
Se ISO 3679, ISO 3680, ISO 1523, DIN 53213 del 1.

2. DATA

3. RAPPORTERING
Testrapporten skall, om mgjligt, innehélla foljande uppgifter:
— Exake specificering av dmnet (beteckning och orenheter).
— Den anvinda metoden skall anges liksom eventuella avvikelser.
— Resultaten och kompletterande uppgifter av betydelse fér tolkningen av resultaten.

4. HANVISNINGAR

Inga.
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1.1

1.2,

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

A. 10. ANTANDLIGHET (FASTA AMNEN)

METOD

INLEDNING

Vid utforande av detta test ar det vardefullt att ha forhandskunskap om imnets eventuella explosiva egenskaper.
Testet utfors endast pd pulverformiga, granulira och pastaaktiga imnen.

For att inte ta med alla imnen som kan antindas, utan endast de som brinner snabbt eller de som p3 ett eller
annat sitt har sirskilt farliga egenskaper vid forbrianning, anses endast de imnen vars forbrinningshastighet Sver-
stiger ett visst grinsvirde vara littantindliga.

Det kan vara sirskilt farligt om glédningen fortsitter genom metallpulver eftersom en brand ir mycket svir att
slicka. Metallpulver anses littantindliga om glodningen kan breda ut sig i provet inom en viss tid.

DEFINITIONER OCH ENHETER

Férbrinningstiden uttrycks i sekunder.

REFERENSAMNEN

Inte angivna.

TESTMETODSPRINCIP

Amnet formas till ett 250 mm lingt obrutet band och det féretas ett preliminirt screeningtest for att bestimma
om det, efter antindning med en gasliga, sker en forbrinning som breder ut sig med Sppen liga eller genom
glodning. Om glédningen breder ut sig mer dn 200 mm av bandet inom en bestimd tid skall ett fullstindigt test-
program utforas for bestimning av forbrinningshastigheten.

KVALITETSKRITERIER

Inte angivna.

METODBESKRIVNING

Preliminiirt screeningtest

Amnet formas till ett obrutet band som ir omkring 250 mm lingt, 20 mm brett och 10 mm hégt pi en icke-
brinnbar, icke-poros déligt virmeledande plats.

En gasliga (minsta diameter 5 mm) halls vid den ena idnden av pulverbandet tills pulvret fattar eld, dock hogst 2
minuter (5 minuter fér metallpulver och metallegeringar). Man noterar om f6rbrinningen breder ut sig 200 mm
Sver bandet under testperiodens 4 minuter (40 minuter f6r metallpulver). Om imnet inte fattar eld eller forbrin-
ning med &ppen liga eller genom glédning inte breder ut sig 200 mm 6ver bandet under testperiodens 4 minuter
(40 minuter) anses dmnet inte vara littantindligt och ytterligare forsék ir inte nddvindiga. Om férbrinningen i
imnet breder ut sig 200 mm &ver bandet pid mindre dn 4 minuter eller mindre in 40 minuter f6r metallpulver
utférs nedanstiende test (1.6.2).
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1.6.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

1.6.2.3.

3.1.

3.2.

Test for forbrinningshastighet

Forberedelse

Pulverformiga eller granulira dmnen fylls 16st packat i en form som har en lingd av 250 mm och en triangel-
formad tvirsnittssektion med en invindig hdjd av 10 mm och en invindig bredd av 20 mm. P4 6mse sidor om
formen monteras i lingdrikeningen en sidoavgrinsande metallplatta, som skjuter ut 2 mm ovanfér den triangel-
formade tvirsnittssektionen (se figuren). Direfter later man formen falla tre ginger frin 2 cm héjd pa ett fast
underlag. Om si behévs fylls formen pd igen. Direfter tas de sidoavgrinsande metallplattorna bort och dver-

skottsimne skrapas bort. En icke-brinnbar, icke-pords diligt virmeledande platta liggs 6ver formen, apparaten
vinds upp och ned och formen avligsnas.

Pastaaktiga imnen breds ut pd en icke-brinnbar, icke-pords diligt varmeledande platta som en 250 mm ling
korv med ett tvirsnitt av ungefir 1 cm

Testbetingelser

Om imnet ir fuktkinsligt skall testet utféras si snabbt som méjligt efter det att imnet har avligsnats frin behil-
laren.

Testforfarande

Anordna testhogen lings draget i ett dragskap.

Luftdraget skall vara tillrickligt for att férhindra rok frén att ta sig in i laboratoriet och skall inte indras under
testet. Ett dragskydd bor stillas upp runt apparaten.

En het flamma frin en gasbrinnare (minsta diameter 5 mm) anvinds f&r att antinda ena inden av hégen. Nir 80
mm av hogen har brints skall forbrinningshastigheten &ver de nista 100 mm mitas. Testet skall utforas sex
ginger, varje ging pa ett rent kallt underlag, sivida inte ett positivt resultat erhillits tidigare.

DATA

Brinntiden frin det preliminira screeningtestet (1.6.1) och den kortaste forbrinningstiden som bestimts i upp
till sex test (1.6.2.3) ir nédvindiga for utvirderingen.

RAPPORTERING

TESTRAPPORT

Testrapporten skall om méjligt innehélla minst foljande uppgifter:

— Exakt specificering av imnet (identifiering och orenheter).

— En beskrivning av imnet som skall undersokas, dess fysiska tillstind, inklusive fukthalt.

— Resultat frén det preliminira screeningtestet och frin test av brinnhastighet om sidant utférts.

— Alla ytterligare upplysningar som ar av betydelse {6r tolkningen av resultaten.

TOLKNING AV RESULTATEN
Pulverformiga, granulira eller pastaaktiga dmnen skall anses vara mycket brandfarliga om brinntiden vid ett av
testerna, som utforts enligt det i 1.6. beskrivna testférfarandet, dr kortare in 45 sekunder. Metallpulver eller

metallegeringar anses mycket littantindliga om de kan antindas och ligan eller reaktionszonen breder ut sig
&ver hela provet inom 10 minuter.

HANVISNINGAR

1. NF T 20-042 (SEPT 85). Chemical products for industrial use. Determination of the flammability of solids.
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Tilligg

Figur

Form och tillbehor f6r anordning av testhdgen
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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. ANTANDLIGHET (GASER)

METOD

INLEDNING

Denna metod gor det mojligt att bestimma om en gas blandad med luft vid rumstemperatur (cirka 20 °C) och
atmosfariskt tryck kan antindas och i sd fall i vilket koncentrationsomride. Blandningar med &kande koncen-
trationer av testgasen i luft utsitts for en elektrisk gnista varvid iakttas om antindning sker.

DEFINITIONER OCH ENHETER

Omridet for antandlighet ir koncentrationsomridet mellan den nedre och 6vre explosionsgrinsen. De nedre och
Svre explosionsgrinserna ir de koncentrationsgranser f6r den brandfarliga gasen i en blandning med luft vid vil-
ken en flamma inte breder ut sig.

REFERENSAMNEN

Inte angivet.

TESTMETODSPRINCIP

Koncentrationen av gasen i luft 6kas stegvis och for varje steg utsitts blandningen f6r en elektrisk gnista.

KVALITETSKRITERIER

Inte angivna.

METODBESKRIVNING

Apparatur

Testkirlet bestdr av en upprittstiende glascylinder med en inre diameter p& minst 50 mm och en héjd pa minst
300 mm. Antindningselektroderna ir placerade 3-5 mm frin varandra och 60 mm ovanfér cylinderns botten.
Cylindern ir utrustad med en tryckutlosningséppning. Apparaten skall avskirmas for att begrinsa eventuell
explosionsskada.

Som antindningskalla anvinds en stiende induktionsgnista med en varaktighet p 0,5 sek. Denna gnista genere-
ras av en hdgspinningstransformator med en utgingsspanning pd 10 - 15 kV (hogsta ingdngseffekt 300 W). I
hinvisning 2 visas ett exempel pa en limplig apparat.

Testbetingelser

Detta test skall utforas vid rumstemperatur (cirka 20 °C).

Testforfarande

Med anvindning av doseringspumpar inférs en kind koncentration av gas i luft i glascylindern. En gnista fors
genom blandningen och dirvid iakttas om en flamma 16sgor sig frin antindningskillan och sjilvstindigt breder
ut sig. Gaskoncentrationen varieras i steg pd 1 % volym tills antindning sker enligt beskrivningen ovan.
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Om man utifrin kinnedom om gasens kemiska struktur kan férmoda att gasen inte kan antindas och att sam-
mansittningen av den stokiometriska blandningen med luft kan beriknas, behdver man endast testa blandningar
fran 10 % under till 10 % over det stokiometriska blandningsforhallandet.

DATA

Forekomsten av flamutbredning ir den enda datauppgiften av betydelse for bestimning av denna egenskap.

RAPPORTERING

Testrapporten skall om méjligt innehilla foljande uppgifter:

Exakt specificering av dmnet (beteckning och orenheter).

En beskrivning av den anvinda apparaturen med méttangivelser.
Temperaturen vid vilken testet gjordes.

Undersokta koncentrationer och erhillna resultat.
Testresultaten: inte antindlig gas eller littantindlig gas.

Om slutsatsen blir “inte antindlig”, skall man ange det koncentrationsomride inom vilket provning med
1 % intervaller har skett.

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

HANVISNINGAR

1.
2.

NF T 20-041 (SEPT 85). Chemical products for industrial use. Determination of flammability of gases.

W. Berthold, D. Conrad, T. Grewser, H. Grosse-Wortmann, T. Redeker och H. Schake. “Entwicklung einer
Standard-Apparatur zur Messung von Explosionsgrenzen”. Chem.-Ing.-Tech. 1984, vol 56, 2, s. 126-127.
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A. 12. ANTANDLIGHET (KONTAKT MED VATTEN)

1. METOD

1.1. INLEDNING
Denna testmetod kan anvindas till att bestimma om ett imne vid reaktion med vatten eller fuktig luft utvecklar
farliga mingder gas som eventuellt ar littantindliga.
Testmetoden kan tillimpas pa bide fasta och flytande imnen. Denna metod kan inte tillimpas pa imnen som
antinds spontant i kontakt med luft.

1.2. DEFINITIONER OCH ENHETER
Littantindliga: Amnen som vid kontakt med vatten eller fuktig luft utvecklar littantindliga gaser i farliga ming-
der med en lagsta hastighet pd 1 liter/kg per timme.

1.3. TESTMETODSPRINCIP
Amnet testas enligt det stegfrfarande som beskrivs nedan. Testet kan avbrytas vid antindning. Om man vet att
imnet inte reagerar vildsamt med vatten kan man bérja med steg 4 (1.3.4).

1.3.1. Steg 1
Testimnet placeras i ett trdg innehéllande destillerat vatten vid 20 °C och dirvid iakttas om den utvecklade gasen
antinds eller inte.

1.3.2. Steg 2
Testimnet placeras pa ett filtrerpapper som flyter pa ytan av en skil innehillande destillerat vatten vid 20 °C, och
man iakttar om den utvecklade gasen antinds eller inte. Filtrerpapperet fyller endast funktionen att hilla imnet
kvar pa plats for att 6ka mojligheten till antindning.

1.3.3. Steg 3
Testimnet formas till en hog, ungefar 2 cm hog och med 3 cm diameter. Ett par droppar vatten tillférs hégen och
man iakttar om den utvecklade gasen antinds eller inte.

1.34. Steg 4
Testimnet blandas med destillerat vatten vid 20 °C och gasutvecklingshastigheten mits varje timme under sju
timmar. Om utvecklingshastigheten efter 7 timmar ir oregelbunden eller 6kande skall mittiden férlingas till
hogst fem dagar. Testet kan avbrytas om hastigheten vid nigot tillfdlle overstiger 1 liter/kg per timme.

1.4. REFERENSAMNE
Inte angivet.

1.5. KVALITETSKRITERIER

Inte angivna.
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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.

1.6.3.2.

1.6.4.

1.6.4.1.

1.6.4.2.

METODBESKRIVNING
Steg 1

Testbetingelser

Testet utférs vid rumstemperatur (ca 20 °C).

Testforfarande

En liten mingd (ungefir 2 mm diameter) av testimnet skall placeras i ett trig innehillande destillerat vatten. Det
takttas om a) gas utvecklas och b) om gasen antinds. Om gasen antinds behover imnet inte undersokas ytter-
ligare eftersom imnet betraktas som farligt.

Steg 2

Apparatur

Ett filtrerpapper placeras flytande p4 ytan av destillerat vatten i limpligt kirl, t. ex. en avdunstningsskil med
100 mm diameter.

Testbetingelser

Testet utférs vid rumstemperatur (ca 20 °C).

Testforfarande

En liten mingd av testimnet (ungefir 2 mm diameter) placeras 1 mitten av ett filtrerpapper. Det iakttas om a) gas
utvecklas och b) om gasen antinds. Om gasen antinds behover imnet inte undersokas ytterligare eftersom imnet
betraktas som farligt.

Steg 3

Testbetingelser

Testet utférs vid rumstemperatur.

Testforfarande
Testimnet formas till en hég, ungefir 2 cm hog och med 3 cm diameter, med en liten f6rdjupning i toppen. Ett

par droppar vatten tillsitts i férdjupningen och man iakttar om a) gas utvecklas och b) om gasen antinds. Om
gasen antinds behdver imnet inte undersdkas ytterligare eftersom dmnet betraktas som farligt.

Steg 4

Apparatur

Apparaturen monteras enligt figuren.

Testbetingelser

Undersék om behéllaren, i vilken testimnet finns, innehéller pulver < 500 pm (partikelstorlek). Om pulvret
utgdr mer in 1 % viktprocent av den totala mingden, eller om provet ir sprott, skall hela zmnet malas till pulver
innan det undersdks for att medge en minskning av partikelstorleken under lagring och hantering. I 6vrigt skall
imnet anvindas i det tillstind det togs emot. Testet skall utféras vid rumstemperatur (20 °C) och atmosfiriskt
tryck.
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1.6.4.3.

Testforfarande

10 till 20 ml vatten tillsitts i apparatens dropptratt, och 10 g av imnet placeras i den koniska kolven. Den gas-
volym som utvecklas kan mitas med limplig metod. Kranen pi dropptratten 6ppnas for att slippa in vattnet i
den koniska kolven och ett stoppur startas. Gasutvecklingen mits varje timme under en sjutimmarsperiod. Om
gasutvecklingen ir oregelbunden under denna period, eller om hastigheten for gasutvecklingen 6kar vid slutet av
denna period, fortsitter mitningarna i upp till fem dagar. Om gasutvecklingen vid nigon tidpunkt &verstiger
1 liter/timme kan testet avbrytas. Detta test skall utforas tre ganger.

Om gasens kemiska identitet ar okind skall gasen analyseras. Om gasen innehiller mycket brandfarliga kompo-
nenter och det ir okint om hela blandningen ir mycket farlig, skall en blandning med samma sammansittning
framstillas och undersdkas enligt testmetod A. 11.

DATA

Amner anses farligt om

— spontan antindning sker under testférfarandet,
eller

— brandfarlig gas utvecklas i hogre mingd in 1 liter/kg substans per timme.

RAPPORTERING

Testrapporten skall om méjligt innehilla foljande uppgifter:

— Exakt specificering av imnet (beteckning och orenheter).
— Uppgifter om eventuell inledande behandling av testimnet.
— Testresultaten (steg 1, 2, 3 och 4).

— Den utvecklade gasens kemiska sammansittning.

— Gasens utvecklingshastighet och steg 4 (1.6.4.) utfordes.

— Eventuella ytterligare upplysningar som ir av betydelse f6r tolkningen av resultaten.

HANVISNINGAR
1. Recommendations on the transport of dangerous goods, test and criteria, 1990, United Nations, New York.

2. NF T 20-040 (SEPT 85). Chemical products for industrial use. Determination of the flammability of gases
formed by the hydrolysis of solid and liquid products.
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A. 13. PYROFORISKA EGENSKAPER HOS FASTA OCH FLYTANDE AMNEN

1. METOD

1.1 INLEDNING
Testférfarandet kan tillimpas pa fasta och flytande imnen som i sma mingder antinds spontant kort tid efter det
att de har kommit kontakt med luft vid rumstemperatur (cirka 20 °C).
Amnen som kriver timmar eller dagar vid rumstemperatur eller f6rhjd temperatur innan de sjilvantinds omfat-
tas inte av denna testmetod.

1.2 DEFINITIONER OCH ENHETER
Amnen anses vara mycket b;'andfarliga om de antinds eller forkolnar under de betingelser som beskrivs 1 1.6.
Det kan dven vara nddvindigt att undersoka vitskors sjilvantindlighet med metod A. 15: Sjilvantindlighetstem-
peratur (vitskor och gaser).

1.3. REFERENSAMNEN
Inte angivna.

1.4 TESTMETODSPRINCIP
Amnet, fast eller flytande, blandas med en inaktiv birare och fir under fem minuter vara i kontakt med luften
vid rumstemperatur. Flytande imnen som inte fattar eld absorberas sedan de pé filterpapper och utsitts under
fem minuter for luftens pdverkan vid rumstemperatur (cirka 20 °C). Fasta och flytande zmnen som fattar eld och
vitskor som fattar eld eller fir filterpappret att férkolna anses vara sjilvantindliga.

1.5. KVALITETSKRITERIER
Repeterbarhet: Av sikerhetsskil ricker det med ett positivt resultat fr att imnet skall bedémas vara sjilvantind-
ligt.

1.6. METODBESKRIVNING

1.6.1. Apparatur

En porslinskopp, diameter ca 10 cm, fylls med kiselgur upp till ungefir 5 mm hojd vid rumstemperatur
(ca 20 °C).

Anmirkning:

Kiselgur eller annat jamférbart inert dmne som ar allmint tillgingligt skall anses vara representativt for jord pi
vilken testimnet kan spillas ut vid en olyckshindelse.

Det behovs ett torrt filterpapper for att testa vitskor som inte fattar eld vid kontakt med luften nir de blandas
med en inaktiv birare.
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1.6.2.

2.1.

2.2.

Testforfarande
a) Pulverformiga fasta imnen

1—2 cm? av det pulverformiga testimnet halls frin cirka 1 m hjd pi en icke brinnbar yta, varvid iakttas om
amnet antinds under fallet eller innan det har gitt fem minuter efter det att det har lagt sig.

Testet utférs sex ginger sivida inte antindning sker.
b) Vitskor

Cirka 5 cm? av testvitskan hills i den forberedda porslinskoppen, varvid iakttas om dmnet antinds inom fem
minuter.

Om inte antindning sker i nigot av de sex testerna utfors f6ljande test:

Med en injektionsspruta sprutas 0,5 ml av provet pa ett bojt filterpapper och det observeras om antindning
eller forkolning av filterpappret sker inom fem minuter. Testet utf6rs tre ginger sivida inte antindning eller
forkolning sker.

DATA

TOLKNING AV RESULTAT

Testet kan avbrytas s3 snart som ett av testen ger positivt resultat.

UTVARDERING

Om dmnet fattar eld inom fem minuter efter det har tillsatts till en inaktiv birare och exponeras for luft, eller en
vitska fir en bit filterpapper att férkolna eller fatta eld inom fem minuter efter det att dmnet tillsatts och utsatts
for luftens paverkan anses dmnet sjilvantandligt.

RAPPORTERING

Testrapporten skall om mojligt innehalla f6ljande uppgifter:
— Exakt specificering av imnet (beteckning och orenheter).
— Testresultaten.

— Eventuella ytterligare upplysningar som ar av betydelse {6r tolkningen av resultaten.

HANVISNINGAR

1. NF T 20-039 (SEPT 85). Chemical products for industrial use. Determination of the spontaneous flamma-
bility of solids and liquids.

2. Recommendations on the Transport of Dangerous Goods, Test and Criteria, 1990, United Nations, New
York.



06/Vol. 06

Europeiska gemenskapernas officiella tidning

91

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 imne eller preparat
utgdr en explosionsfara om det utsitts for paverkan av en dppen liga (virmesensitivitet) eller slag- eller frik-
tionspaverkan (sensitivitet f6r mekanisk pdverkan) och om ett flytande dmne utgér en explosionsfara om det
utsitts for paverkan av en Sppen liga eller slag.

Metoden bestir av tre delar:

a) test av virmesensitiviteten (se hinvisning 1),

b) test av mekanisk sensitivitet avseende slagpiverkan (se hinvisning 1),

c) test av mekanisk sensitivitet avseende friktionspaverkan (se hinvisning 1).

Metoden ger data fér att utvirdera sannolikheten att det vid vissa ovanliga paverkningar framkallas en explosion.
Metoden ir inte avsedd att sikerstalla om ett imne 6verhuvudtaget kan explodera.

Metoden ir limplig for att bestimma om ett dmne innebir en explosionsfara (virme- och mekanisk kinslighet)
under de sirskilda betingelser som anges i direktivet. Metoden grundas pi ett antal apparater som ir allmint
anvinda internationellt (se hinvisning 1) och som vanligtvis ger anvindbara resultat. Det erkinns att metoden
inte ir definitiv. Alternativ apparatur kan anvindas forutsatt att den ir internationellt erkind och att de erhillna
resultaten kan korreleras med de resultat som erhéllits med den angivna apparaturen. :

Testen behover inte utféras om det enligt foreliggande termodynamiska uppgifter (t. ex. bildningsvirme, ned-
brytningsvirme) och/eller frinvaro av vissa reaktiva grupper (se hinvisning 2) i strukturformeln ir stillt utom
rimligt tvivel att imnet inte kan brytas ned, bilda gaser och frigéra virme mycket snabbt (dvs. materialet utgdr
inte nigon explosionsrisk). Ett test av mekanisk sensitivitet avseende friktion kravs inte for flytande imnen.

DEFINITIONER OCH ENHETER

Explosiva:

Amnen som kan explodera nir de utsitts for en Sppen liga eller som ir kinsliga for slag och friktion i den
angivna apparaturen (eller 4r mer mekaniskt kinsliga 4n 1,3-dinitrobensen i alternativ apparatur).

REFERENSAMNE

1,3-dinitrobensen, teknisk kristallinprodukt som siktats genom 0,5 mm, fér friktions- och slagpiverkanmetoden.

Perhydro-1,3,5-trinitro-1,3,5-triazin (RXD, hexogen, cyclonit — CAS 121-82-4), omkristalliserad frin vattnigt
cyclohexanon, vitsiktad genom en 250 pm och bibehéllen i en 150 pm sil, torkad vid 103 £ 2 °C (i 4 timmar) fér
den andra serien av friktions- och slagtester.

TESTMETODSPRINCIP

Forberedande tester ir nédvindigt for ate faststilla sikra betingelser for utforandet av de tre sensitivitetstestet:
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1.4.1.

14.2.

1.4.3.

1.4.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.1.1

1.6.1.2.

Test for sikerhet vid hantering (se hianvisning 3)

Av sikerhetsskil skall, innan huvudtestet inleds, mycket sméd prov (cirka 10 mg) av dmnet utsittas for upphett-
ning, utan att vara inneslutna, med en gasliga, for slagpiverkan i limplig typ av apparatur och friktionspaverkan
genom anvindning av en hammare mot ett stid eller nigon typ av friktionsmaskin. Syftet ir att faststilla om
amnet ‘ar si sensitivt och explosivt att de foreskrivna sensitivitetstestet, sirskilt test av virmekinsligheten, skall
utféras med sirskilda forsiktighetsitgirder for att undvika att den som utfor testen skadas.

Virmekinslighet

Metoden innebir att mnet virms upp i ett stilror som stings med en strypflins med olika hildiametrar. P3 detta
sitt kan man bestimma om dmnet ir beniget att explodera under intensiv virmepaverkan vid vil definierad
inneslutning.

Mekanisk kinslighet (slagpaverkan)

Metoden innebir att imnet utsitts for slagpiverkan frin en bestimd massa frin en bestimd hgjd.

*

Mekanisk kinslighet (friktion)

Metoden innebir att amnet eller preparatet utsitts for friktion mellan standardytor under specificerade beting-
elser fér belastning och relativ rorelse.

KVALITETSKRITERIER

Inte angivna.

METODBESKRIVNING
Virmekinslighet (effekt av 6ppen liga)

Apparatur

Apparaturen bestir av ett engingsstilrdr med en iteranvindbar stingningsanordning (se figur 1) som placeras i
en uppvirmnings- och skyddsanordning. Réret ir tillverkat av djupdragen stalplt (se tilligg) och har en inner-
diameter av 24 mm, en lingd av 75 mm och en viggtjocklek av 0,5 mm. I den 8ppna inden ir roret flinsat s3 att
det kan slutas med strypflinsanordningen (figur 1). Detta bestir av en tryckmotstindskraftig skyddsflins med
ett hil i mitten, som ir stadigt forankrad till ett ror genom ett tvidelat skruvférband (mutter och gingad krage).
Muttern och den gingade kragen ir tillverkade av krom-manganstil (se tilligg) vilket dr gnistfritt upp till 800 °C.
Det finns strypflansar med en rad olika hildiametrar, som ar gjorda av 6 mm tjockt virmebestindigt stil (se til-

ligg).

Testbetingelser

Normalt testas amnet i den form det dr mottaget, men i vissa fall, t. ex. om det ir pressat, gjutet eller pi annat
sitt sammanpressat, kan det vara nédvindigt att testa imnet efter sénderdelning.

For fasta imnen bestims den mingd material som skall anvindas for varje test genom ett forfarande i tvi steg. [
det forsta steget fylls ett tarterat rér med 9 cm® av imnet som sammanpressas med en kraft av 80 N fordelat Sver
hela rértvirsnittet. Av sikerhetsskal, eller om imnet kan indra fysisk form vid kompression, kan andra
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1.6.1.3.

1.6.1.4.

1.6.2.

1.6.2.1.

pifyllningsforfaranden anvindas. Sammanpressning 4r t. ex. inte limpligt om dmnet ir mycket friktionskansligt.
Om materialet kan komprimeras tillsitts och sammanpressas mera tills roret ir fyllt till en héjd av 55 mm frin
Sverkanten. Den totala miangd som har anvints for att fylla réret till denna héjd bestims och ytterligare 2 por-
tioner som sammanpressas med en kraft av 80 N tillsitts. Direfter tillsitts material genom sammanpressning
eller s3 avligsnas material tills roret 4r fyllt till 15 mm frdn 6verkanten. Det andra steget bestar i att en tredjedel
av den samlade mingd som anvindes i det forsta steget tillsitts och sammanpressas. Direfter tillsitts ytterligare
2 portioner som sammanpressas med en kraft av 80 N och materialets hjd 1 roret justeras till 15 mm frin &ver-
kanten genom tillsattning eller avligsnande av material. Vid varje forsok anvands den méngd fast imne som har
faststillts i detta andra steg. Pifyllningen sker i tre lika stora portioner som var och en komprimeras till 9 cm?
med den kraft som kravs. (Detta ar littast att gora genom anvindning av avstindsringar).

Vitskor och geléaktiga dmnen fylls i réret till en hdjd av 60 mm varvid forsiktighet iakttas med geléaktiga imnen
f6r att undvika luftbubblor under péifyllning. Den gingade kragen fors upp pa roret underifran, den valda stryp-
flansen sitts in och muttern itstramas efter smérjning med ett molybdensulfidbaserat smorjmedel. Det ir viktigt
att kontrollera att inget imne har fastnat mellan flinsen och plattan eller i gingorna.

Uppvirmningen sker med propan, som frin en industriell cylinder med tryckreglator (60-70 mbar) leds genom
en mitare och fordelas jamnt till fyra brinnare genom en anslutning (vilket kontrolleras genom visuell inspek-
tion av brannarnas ligor).

Testforfarande

Varje test pagar tills roret antingen sonderdelas eller har varit uppvirmt i 5 minuter. Ett test vid vilket roret sén-
derdelas i tre eller flera fragment, som eventuellt hinger ihop med smala metallstrimlor enligt figur 2, betraktas
som en explosion. Ett test som leder till farre fragment eller ingen fragmentering betraktas inte som en explo-
sion.

Forst utfors tre tester med en strypflins med ett 6 mm hal, och om ingen explosion sker utférs ytterligare tre test
med en strypflins med ett 2 mm hal. Om explosion sker under ett av dessa tester r ytterligare testning inte néd-
vindig.

Utvirdering

Testresultatet anses positivt om en explosion intriffar i en av ovan nimnda testserier.

Mekanisk sensitivitet (slagpdverkan)

Apparatur (figur 4)

En typisk fallhammarapparatur bestdr i huvudsak av ett gjutstilsblock med fot, stid, pelare, gejder, fallvikter,
utlésningsmekanism och provhillare. Stilstadet, 100 mm (diameter) x 70 mm (h6jd) ar fastskruvat ovanpi ett
stilblock, 230 mm (lingd) x 250 mm (bredd) x 200 mm (h&jd) med gjuten fot, 450 mm (lingd) x 450 mm (bredd)
x 60 mm (héjd). En pelare bestiende av ett heldraget stlror ar fastsatt i en hillare som ér fastskruvad bak pi
stilblocket. Apparaten ir forankrad i ett massivt betongblock, 60 x 60 x 60 cm med fyra skruvar, s att gejderna
ir fullstindigt lodrita och fallvikterna kan falla fritt. Det finns fallvikter p4 5 och 10 kg framstillda i massivt stal.
Slagvikternas slagyta ir av hirdat stdl, HRC 60 — 63, och har en diameter av minst 25 mm.
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1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.3.

1.6.3.1.

1.6.3.2.

Provet placeras i en slaganordning som bestir av tvd massiva stilcylindrar som ir placerade koaxialt ovanfér var-
andra i en ihélig cylindrisk styrring av stil. Stilcylindrarna skall ha en diameter av 10 (0,003, - 0,005) mm och
en héjd av 10 mm och ha polerade ytor, rundade kanter (kurvradie 0,5 mm) och en hirdhet av HRC 58 - 65.
Den 1hiliga cylindern skall ha en utvindig diameter av 16 mm, en polerad urborrning av 10 (+ 0,005, + 0,010) mm
och en héjd av 13 mm. Slaganordningen samlas pé ett mellanstid (diameter 26 mm, héjd 26 mm) av stil och
centreras med en ring i vilken det finns perforeringar for att leda bort rokgaser.

Testbetingelser

Provet skall ha en volym p4 40 mm? eller en volym som passar till en alternativ apparatur. Fasta imnen testats i
torrt tillstdnd och forbereds enligt foljande:

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

b) Pressade, gjutna eller pi annat sitt sammanpressade imnen sonderdelas och siktas, siktfraktioner frin
0,5-1 mm 1 diameter anvinds vid testet.

Amnen som normalt forekommer i pastaform bér om méjligt testas i torrt tillstind och under alla omstindig-
heter efter borttagning av si mycket upplosningsmedel som méjligt Vitskor testas med ett avstind av 1 mm mel-
lan den 6versta och den nedersta stilcylindern.

Testforfarande

En serie av sex tester utfors i vilka den 10 kg tunga massan far falla frin 0,40 m (40 J). Om en explosion erhills
under de sex testerna vid 40 ] miste en andra serie bestiende av sex tester utféras i vilka en 5 kg tung massa fir
falla frén 0,15 m (7,5 ]). I andra apparaturer jimférs provet med det valda referensimnet med anvindning av ett
faststillt férfarande (tvislagsteknik osv.).

Utvirdering

Testresultatet anses positivt om en explosion (eldutveckling och knall ir likvirdiga med explosion) intriffar
minst en ging i ett av testerna med den beskrivna slagapparaturen eller provet ir mer sensitivt in 1,3-
dinitrobensen eller RXD i ett alternativt slagpaverkantest.

Mekanisk sensitivitet (friktion)

Apparatur (figur 5)

Friktionsapparaturen bestir av en bottenplatta av gjuten stl pi vilken sjilva friktionsanordningen ir monterad.
Denna bestir av en fast porslinspinne och rérliga porslinsplatar. Porslinspliten ir fist i en glidbar vagga som rér
sig mellan tva skenor. Vaggan drivs via en drivsting, en excentrisk trissa och en 6verféringsvixel av en elektrisk
motor pd sidant sitt att porslinspliten rérs under porslinspinnen med en bakit- och framétgdende rérelse pi
10 mm. Porslinspinnen skall belastas med t. ex. 120 eller 360 newton.

Porslinsplattorna ir tillverkade av vitt tekniskt porslin (uppruggningsdjup 9-32 pm) och har dimensionerna
25 mm (lingd) x 25 mm (bredd) x 5 mm (hdjd). Aven den cylindriska porslinspinnen ir tillverkad av vitt tek-
niskt porslin, ir 15 mm lang, har en innerdiameter p4 10 mm och uppruggade sfiriska dndytor med en rund-
ningsradie pa 10 mm.

Testbetingelser

Provet skall ha en volym av 10 mm? eller en volym som passar till en alternativ apparatur.

Fasta dmnen testas i torrt tillstind och forbereds enligt f6ljande:

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

b) Pressade, gjutna eller pd annat sitt sammanpressade imnen sénderdelas och siktas, siktfraktioner < 0,5 mm
1 diameter anvinds vid testet.



06/Vol. 06 Europeiska gemenskapernas officiella tidning 95
Amnen som normalt férekommer i pastaform bér om méjligt testas i torrt tillstind. Om dmnet inte kan testas i
torrt tillstind skall pastan (efter borttagning av sd mycket upplosningsmedel som méjligt) testas som en 0,5 mm
tjock, 2 mm bred och 10 mm ling film, som framstills med en speciell form.
1.6.3.3. Testforfarande
Porslinspinnen anbringas pa testprovet och vikten hings pa. Nir testet utférs skall slipmirkena pa porslinsplat-
tan ligga tvirs emot rorelseriktningen. Kontrollera noggrant att pinnen vilar pi provet, att tillrickligt med
testimne ligger under pinnen och att plattan ror sig korrekt under pinnen. For pastaaktiga imnen anvinds en 0,5
mm tjock form med ett hal av 2 x 10 f6r att anbringa imnet pi plattan. Porslinsplattan skall flytta sig 10 mm
fram och tillbaka under porslinspinnen under 0,44 sekunder. Varje del av porslinsplattan och porslinspinnen fir
endast anvindas en ging. Varje pinnes tvd andar racker till tva forsék och de tvd ytorna pé en platta ricker var-
dera for tre forsok.
Sex forsok med en belastning av 360 N utfors. Om en explosion forekommer i ett av dessa sex forsok utfors en
ny serie med sex forsok med en belastning av 120 N. I andra apparater jimférs proven med det valda referens-
imnet med hjilp av ett faststillt forfarande (t. ex. up- and down-teknik).
1.6.3.4. Utvirdering
Testresultatet anses positivt om en explosion (krepitation, eldutveckling och knall ir likvirdiga med explosion)
intriffar minst en ging i ett av testerna med den beskrivna friktionsapparaturen eller de motsvarande kriterierna
1 ett alternativ friktionstest ir uppfyllda.
2. DATA
Ett dmne anses i princip vara explosionsfarligt i direktivets bemiirkelse om ett positivt erhills i testet av virme-
sensitivitet, slagpaverkantest eller friktionspaverkantest.
3. RAPPORTERING
3.1 TESTRAPPORT
Testrapporten skall om mdjligt innehdlla minst f6ljande uppgifter:
— Testamnets beteckning, sammansittning, renhet, fukthalt osv.
— Drovets fysiska form och om det har krossats, brutits eller siktats.
— Takttagelser under virmesensitivitetstestet (t. ex. provmassa, antal fragment, etc.)
— Iakttagelser under testet av mekanisk kinslighet (t. ex. avsevird rokutveckling eller fullstindig nedbrytning
utan knall, lagor, gnistor, sprakning, etc.)
— Resultat for varje test.
— Vetenskapliga grunder for eventuell anvindning av alternativ apparatur, samt tecken pi korrelation mellan
resultat som erhillits med beskriven apparatur och de som erhillits med likvirdig apparatur.
— Alla relevanta kommentarer, t. ex. hinvisning till test med liknande produkter, som kan vara av betydelse for
en korrekt tolkning av resultaten.
— Alla ytterligare kommentarer som ir relevanta for tolkning av resultaten.
3.2. TOLKNING OCH UTVARDERING AV RESULTAT

I testrapporten skall alla resultat som anses vara falska, avvikande eller icke representativa anges. Om nigot
resultat skall bortses fran skall en forklaring ges och resultaten av ett alternativt eller kompletterande test anges.
Om ett avvikande resultat inte kan fdrklaras pd detta sitt skall det godtas f6r vad det ir och i enlighet dirmed
anvindas vid klassificering av dmnet.
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HANVISNINGAR
1. Recommendations on the Transport of Dangerous Goods: Test and criteria, 1990, Férenta nationerna, New
York.
2. Bretherick, L., Handbook of Reactive Chemical Hazards, 4th edition, Butterworths, London, ISBN 0-750-
60103-5, 1990.
3. Koenen, H,, Ide, K. och Swart, K. H., Explosivstoffe, 1961, vol. 3, s. 6-13 och 30-42.
4. NF T 20-038 (Sept. 85). Chemical products for industrial use - Determination of explosion risk.
Tilligg
Exempel pa materialspecifikation fér virmesensitivitetstestet (se DIN 1623)
1. Roér: Materialspecifikation nr. 1,0336.505 g
2. Strypflins: materialspecifikation nr. 1.4873
3. Gingad krage och mutter: materialspecifikation nr. 1.3817

Figur 1

Apparatur for virmesensitivitetstest

(Alla mitt i mm)
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Fig. 1a Stalror och tillbehor Fig.1 b Viarme- och skyddsanordning
1. ror 7. 2 tag for nyckelvidd 36
la utvandig flans 8. splitterfri lada
2. gangad krage, lagfriktionsginga 9. 2 stodpinnar for ror
3. strypfldns a = 2,0 eller 6,0 mm i diameter 10. provror
4. mutter b = 10 mm i diameter 11. position for bakre brannare, de andra brannarna 4r synliga
5. fasad yta 12. pilotjet
6. 2 tag for nyckelvidd 41
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Figur 2

Virmesensitivitetstest

Exempel pa fragmentering

Explosion Explosion

Explosion Explosion
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Figur 3a

Kalibrering av uppvirmningshastigheten vid test av virmesensitivitet
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Kurvan 6ver temperaturférloppet mot tiden vid uppvirmning av dibutylftalat (27 cm?) i ett stingt ror (strypflins
med 1,5 mm hil) med ett propanflode av 3,2 liter/minut. Temperaturen ir mitt med kromel/alumel-
termoelement med 1 mm inkapsling i rostfritt stdl, placerat centralt 43 mm under rorens 6verkant. Mellan
135 °C och 285 °C skall uppviarmningshastigheten vara 185-215 K/minut.
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Figur 4

Slagpaverkanapparatur

(Alla mact 1 mm)
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Fig. 4a Fallhammare, framifran och frin sidan, allman dverblick Fig. 4b Fallhammare, lagre del

1. fot, 450 x 450 x 60 8. graderad skala

2. stilblock. 230 x 250 x 200 9. fallhammare (fallvikt)

3. stiad, 100 mm i diameter « 70 10. fasthallnings- och utlésningsanordning
4. pelare 11. styrplatta

5. mellantravers 12. mellanstid (utbytbart), 26 diameter x 26
6. 2 gejder 13. styrring med hal

7. kuggstang 14. slaganordning
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Figur 4

Fortsittning
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pastaform

1. stalcylindrar

2. ring for stdlcylindrar

3. centrerring med hal
a. lodrat genomskarning
b. plan

. gummiring

. viitska (40 mm?)

. viitskefritt omrade
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Fig. 4d Slaganordning for vitskor

Fig. 4¢ Hammare (fallvikt 5 kg)

. upphidngningstapp

. hojdméirke

. styrfals

. cylindriskt slaghuvud
. bakslagshake
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Figur 5

Apparatur for friktionssensitivitet

Fig. 5a Friktionsapparatur: vertikalprojektion Fig. 5b Startposition for pinne pa prov
och grundritning
6. pinnhallare

1. bottenplatta av stil 7. lastarm

2. glidbar vagga 8. motvikt

3. porslinsplatta, 25 x 25 x 5 mm, fist pa vagga 9. omkopplare

4. fast porslinspinne 10. ratt for installning av vagga vid startposition

5. testprov, cirka 10 mm’ 11. riktning mot elektrisk drivmotor
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A. 15. SJALVANTANDNINGSTEMPERATUR (VATSKOR OCH GASER)

1. METOD

1.1. INLEDNING

Explosiva imnen och dmnen som antinds spontant vid kontakt med luft vid omgivningstemperatur, skall inte
anvindas vid detta test. Testférfarandet far tillimpas pa gaser, vitskor och dngor som i nirvaro av luft kan antin-
das av en varm yta.

Sjilvantindningstemperaturen kan sinkas avsevirt vid forekomst av katalytiska orenheter, av ytmaterialet eller
av en stdrre volym pa testkirlet.

1.2. DEFINITIONER OCH ENHETER

Graden av sjilvantindlighet uttrycks som sjilvantindningstemperaturen. Sjilvantindningstemperaturen ar den
ligsta temperatur vid vilken testimnet antinds nir det blandas med luft under de betingelser som definierats fér
testmetoden.

1.3. REFERENSAMNEN

Referensimnen 3terges i standarderna (1.6.3). De skall forst och frimst anvindas till att emellanit kalibrera
metoden och till att mojliggora en jimforelse av resultaten frin andra metoder.

1.4, TESTMETODSPRINCIP

Med denna metod bestams den ligsta temperaturen hos den invindiga ytan i ett slutet rum, vid vilken en gas,
inga eller vitska som sprutas in i rummet, fattar eld.

1.5. KVALITETSKRITERIER

Repeterbarheten varierar beroende pa sjilvantindlighetens temperaturomride och den anvinda testmetoden.

Sensitiviteten och specificiteten beror pi den anvinda testmetoden.

1.6. METODBESKRIVNING

1.6.1. Apparatur

Apparaturen finns beskriven 1 den metod som avses i 1.6.3.

1.6.2. Testbetingelser

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

1.6.3. Testforfarande

Se IEC 79-4, DIN 51794, ASTM-E 659-78, BS 4056, NF T 20-037.

2. DATA

Testtemperaturen, atmosfariskt tryck, mingden anvant prov och tidsintervall registreras innan antindning sker.
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1.1

1.2.

1.3.

1.4.

RAPPORTERING

Testrapporten skall om mojligt innehilla fljande uppgifter:

— Exake specifikation av dmnet (beteckning och orenheter).

— Mingden anvint prov, atmosfiriskt tryck.

— Anviand apparatur.

— Miitresultaten (testtemperaturer, resultat betraffande antindning, motsvarande tidsintervall).

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

HANVISNINGAR

Inga.

A. 16. RELATIV SJALVANTANDNINGSTEMPERATUR (FASTA AMNEN)

METOD

INLEDNING

Explosiva imnen och imnen som antinds spontant vid kontakt med luft vid omgivningstemperatur skall inte
anvindas vid detta test.

Syftet med detta test ir att {3 preliminira uppgifter om fasta imnens sjilvantindlighet vid f6rhdjda temperaturer.

Om den virme som utvecklas, antingen genom dmnets reaktion med syre eller genom exoterm nedbrytning, inte
avges tillricklige snabbt till omgivningen intriffar en sjilvuppvirmning som leder till sjilvantindning. Sjilvan-
tindning intriffar siledes nir virmeproduktionens hastighet 6verstiger virmef&rlustens hastighet.

Testforfarandet dr virdefullt som ett férberedande screentest f6r fasta imnen. Med tanke pi det komplicerande
forhallandet vid antindning och foérbrinning av fasta imnen, skall sjilvantindningstemperaturen som bestims
enligt denna metod endast anvindas i jaimforande syfte.

DEFINITIONER OCH ENHETER

Den sjalvantindningstemperatur som erhillits med denna metod ir den ligsta omgivningstemperatur, uttryckt i
°C, vid vilken en viss volym av ett imne sjilvantinds under definierade betingelser.

REFERENSAMNEN

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, eller till smiltningspunkten om denna ir
lagre, med en hastighet av 0,5 °C per minut. Den ugnstemperatur vid vilken provets temperatur uppnir 400 °C
genom sjilvuppvirmning kallas i detta test sjilvantindningstemperaturen.
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1.5. KVALITETSKRITERIER
Inga.

1.6. METODBESKRIVNING

1.6.1. Apparatur

1.6.1.1. Ugn

En temperaturprogrammerad laboratorieugn (volym ca 2 liter) utrustad med naturlig luftcirkulation och explo-
sionssikring. For att undvika eventuell explosionsrisk skall det sikerstillas att nedbrytningsgaser inte kan
komma i kontakt med de elektriska virmeelementen.

1.6.1.2. Kub av stdltrddsnit

En bit rostfritt staltridsnit med 0,045 mm maskor skirs till enligt mallen i figur 1. Natet viks och fists ihop med
trad till kuber som ir 6ppna pa ovansidan.

1.6.1.3. Termoelement

Passande termoelement.

1.6.1.4, Skrivare

Valfri tvakanalsskrivare som ir kalibrerad fran 0 till 600 °C eller motsvarande spinning.

1.6.2. Testbetingelser

Amnen testas i sin kommersiella form.

1.6.3. Testforfarande

Kuben fylls med testimnet och slds med litta slag varefter ytterligare dmne tillsitts tills kuben ar helt fylld. Pro-
vet hings darefter upp i mitten av ugnen vid rumstemperatur. Ugnstemperaturen registreras med ett termoele-
ment som ar 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 smilt-
punkten, om denna ir ligre, med en hastighet av 0,5 °C per minut.

Nir imnet antinds visar termoelementet i provet en mycket kraftig temperaturhdjning &ver ugnstemperaturen.

2. DATA

Den ugnstemperatur vid vilken provets temperatur uppnir 400 °C genom sjilvuppvirmning ir av betydelse for
utvirderingen (se figur 2).

3. RAPPORTERING
Testrapporten skall om méjligt innehilla foljande uppgifter:
— En beskrivning testimnet.
~— Mitresultaten inklusive temperatur/tidskurvor.

— Alla ytterligare upplysningar som ir av betydelse for tolkningen av resultaten.
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4, HANVISNINGAR

1. NF T 20-036 (September 1985). Chemical products for industrial use. Determination of the relative tempe-
rature of the spontaneous flammability of solids.

Figur 1

Mall till 20 mm testkub
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Typisk temperatur/tidskurva
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A. 17. OXIDERANDE EGENSKAPER (FASTA AMNEN)

1. METOD

1.1. INLEDNING

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

Testet fir inte tillimpas pa vitskor och gaser, explosiva eller mycket brandfarliga imnen eller organiska peroxi-

der.

Detta test behéver inte utféras om en undersékning av strukturformeln fastslir utom rimligt tvivel att imnet inte
kan reagera exotermt med ett brinnbart material.

For att sikerstilla om testet skall utféras med iakttagande av sirskilda férsiktighetsatgirder, skall ett forbere-
dande test utforas.

1.2. DEFINITIONER OCH ENHETER

Branntid: Den reaktionstid, 1 sekunder, som krivs for att reaktionszonen breder ut sig lings en hég, enligt det
forfarande som beskrivs i 1.6.

Brinnhastighet: Uttrycks i mm per sekund.

Maximal brinnhastighet: det hégsta virdet for brinnhastigheter som erhallits fér blandningar innehillande
10—90 viktprocent av det oxiderande dmnet.

1.3. REFERENSAMNE

Bariumnitrat (analytisk kvalitet) anvinds som referensimne fér testet och det inledande screeningtestet.

Referensblandningen ir den blandning av bariumnitrat och cellulosapulver som framstillts enligt 1.6 och som
har den maximala brinnhastigheten (vanligtvis en blandning med 60 viktprocent bariumnitrat).

14. TESTMETODSPRINCIP

Av sikerhetsskil utférs ett inledande screeningtest. Detta test ar tillrickligt om det klart utvisar att testimnet
eller testpreparatet har oxiderande egenskaper. Om si inte ir fallet skall zmnet eller preparatet underkastas ett
fullstindigt test.

Vid det fullstindiga testet skall testimnet och ett definierat brinnbart 4mne blandas i olika proportioner. Varje
blandning formas sedan till en hog som antinds i ena inden. Den maximala brinnhastigheten bestims darefter
och jimférs med referensblandningens maximala brinnhastighet.

1.5. KVALITETSKRITERIER

Om si beh6vs kan valfri malnings- och blandningsmetod anvindas, férutsatt att skillnaden mellan den maximala
brinnhastigheten i de sex separata testen inte avviker mer 4n 10 % frin det aritmetiska medelvirdet.
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1.6.

1.6.1.1.

1.6.1.2.

1.6.1.3.

1.6.2.1.

METODBESKRIVNING
Forberedelser

Testimne

Testprovet reduceras till en partikelstorlek < 0,125 mm enligt féljande forfarande: Sikta testimnet; mal itersti-
ende fraktion, upprepa férfarandet tills hela testfraktionen har passerat sikten.

Valfri malnings- och siktningsmetod som uppfyller kvalitetskriterierna fir anvindas.

Innan blandningen framstills skall amnet torkas vid 105 °C tills konstant vikt har uppnitts. Om testimnets ned-
brytningstemperatur ir ligre an 105 °C skall amnet torkas vid en passande ligre temperatur.

Bréinnbart dmne

Cellulosapulver anvinds som brannbart dmne. Cellulosan skall vara av den typ som anvinds vid tunnskiktsk-
romatografi eller kolonnkromatografi. En typ dir mer in 85 % av fiberlingderna ligger mellan 0,020 och
0,075 mm har visat sig vara limplig. Cellulosapulvret passerar genom en sikt med en maskstorlek pi 0,125 mm.
Samma blandning skall anvindas i hela testet.

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

Om trimjl anvinds i det forberedande testet skall ett barrvedsmjél tillredas genom att den del som passerar en
sikt med maskstorleken 1,6 mm insamlas, blandas noggrant och sedan torkas vid 105 °C i fyra timmar i ett hogst
25 mm tjockt lager. Efter avkylning skall det forvaras i en lufttic behallare, fylld till bradden, tills det skall
anvindas, helst inom 24 timmar efter torkning.

Antindningskilla

Som antindningskilla anvinds ligan frin en gasbrinnare (minsta diameter 5 mm). Om en annan antindnings-
killa anvinds (t. ex. vid testning i en inert atmosfar) skall en beskrivning och en motivering bifogas.

Testforfarande

Anmiirkning:

Blandningar av oxiderande imnen med cellulosa eller trimjol skall behandlas som potentiellt explosiva och han-
teras med vederborlig forsiktighet.

Forberedande test

Det torkade imnet blandas med det torkade cellulosapulvret eller trimjél i proportionerna 2 viktdelar av testim-
net till 1 viktdel cellulosa eller trimjol och blandningen formas till en liten konformad hog med matten 3,5 cm
(basens diameter) x 2,5 cm (hojd) genom att en konliknande form (t. ex. ett laboratorieglastratt vars pip ir till-
sluten) fylls, utan att packas.

Hoégen placeras pad en kall, icke ledande, ogenomtringlig basplatta. Testet skall utforas i ett dragskip som i
1.6.2.2.

Antindningskillan sitts i kontakt med konen. Kraften och varaktigheten av den paféljande reaktionen iakttas
och registreras.

Amnet anses vara oxiderande om reaktionen ir kraftfull.

Om resultaten pa nagot sitt ir tvetydiga skall det nedan beskrivna fullstindiga testfrfarandet utféras.
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1.6.2.2. Fullstandigt test

En blandning av oxiderande dmne och cellulosa, innehillande 10—90 viktprocent oxiderande Zmne, framstills i
steg om 10 viktprocent. I grinsfall skall mellanblandningar av oxiderande imne och cellulosa anvindas fér att fi
fram en noggrannare maximal brinnhastighet.

Hogen byggs upp med anvindning av en form. Formen ir tillverkad av metall, har en lingd pi 250 mm, och en
triangelformad tvirsnittssektion med en inre hdjd pd 10 mm och en inre bredd pid 20 mm. P bida sidor om
formen monteras i lingdriktningen tvd sidoavgrinsande metallplitar som skjuter upp 2 mm ovanfér den triang-
elformade tvirsnittssektionens &vre kant (se figuren). Denna anordning fylls 18st och med rige av blandningen.
Efter det att formen har fitt falla en ging frin 2 cm hojd pé en fast yta skrapas dterstiende overskottsimne bort
med en skristilld platta. Direfter avligsnas sidoavgrinsningarna och resterande pulver slitas ut med en kavel. En
icke-brinnbar plit placeras sedan ovanpd formen, apparaturen vinds och formen avligsnas.

Hogen placeras i dragskipet tvirs ver luftdragets riktning.

Lufthastigheten skall vara si hég att den farhindrar att rékgaser slipps ut till laboratoriet och skall inte varieras
under testet. En dragskdrm skall placeras runt apparaturen.

Eftersom cellulosan och testimnena ar hygroskopiska skall testet utforas si snabbt som méjligt.

Ena inden av hogen tinds pd genom berdring av ligan.

Nir reaktionszonen har forflyttat sig de forsta 30 mm mits reaktionstiden dver féljande 200 mm.

Testet utférs med referensimnet och minst en ging med varje serie av blandningar av testimnet och cellulosa.

Om den maximala brinnhastigheten konstateras vara signifikant hégre in referensimnets, kan testet avbrytas. I
annat fall skall testet upprepas fem ginger med de tre blandningar som gav de hdgsta brinnhastigheterna.

Om man misstinker att resultatet ir felaktigt positivt upprepas testet med ett inert imne med motsvarande par-
tikelstorlek, t. ex. kiselgur, i stillet for cellulosa. Alternativt kan den blandning av testimne och cellulosa som har
den snabbaste reaktionshastigheten testas i inert atmosfir (< 2 % v/v syreinnehall).

2. DATA

Av sikerhetsskil skall den maximala brannhastigheten — inte medelvirdet — anses vara testimnets karakteris-
tiska oxiderande egenskap.

Det hogsta virdet for brannhastighet som erhills vid en testomging med sex test av en given blandning ir rele-
vant {or utvirderingen.

Rita en kurva 6ver det hogsta virdet for brinnhastighet f6r varje blandning som en funktion av dess innehall av
oxiderande medel. Bestim den maximala brannhastigheten utifrin kurvan.

De sex mitta virdena for brinnhastighet, som vid en testomgéng erhllits for blandningen med den maximala
brinnhastigheten, fir inte avvika mer in 10 % frin det aritmetiska medelvirdet. I annat fall skall malnings- och
blandningsmetoderna forbattras.

Jamfor den erhillna maximala brinnhastigheten med referensblandningens maximala brinnhastighet (se 1.3).

Om testen utfors i en inert atmosfir jimf6rs den maximala brinnhastigheten med den frin referensblandningen
i en inert atmosfir.
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3.1

3.2,

RAPPORTERING

TESTRAPPORT

Testrapporten skall om méjligt innehalla f5ljande uppgifter:

— Testamnets beteckning, sammansittning, renhet, fukthalt osv.

— Eventuell behandling av testprovet (t. ex. malning eller torkning)
— Anvind antindningskilla.

— Mitresultaten.

— Reaktionssittet (t. ex. brinnande liga vid ytan, genombrinning av hela massan och alla uppgifter om for-
brinningsprodukter).

— Alla ytterligare upplysningar som ir av betydelse for tolkningen av resultaten, inbegripet en beskrivning av
kraften (ligor, gnistor, rok, lingsamt pyrande gléd osv.) och ungefirlig varaktighet som iakttagits vid det for-
beredande sikerhets-screeningtestet for bide test- och referensimne.

— Resultat av eventuella tester med ett inert imne.

— Resultat av eventuella tester i inert atmosfir.

TOLKNING AV RESULTATEN
Ett imne skall anses vara ett oxiderande dmne om
a) en kraftig reaktion intraffar under det inledande screeningtestet

b) den maximala brinnhastighet av de blandningar som undersokt vid fullstindig testning ir hégre in eller lika
med den maximala brinnhastigheten for referensblandningen av cellulosa och bariumnitrat.

For att undvika falska positiva resultat skall de resultat som erhills vid test av amnet med ett inert material och
vid test i inert atmosfir ocksi beaktas vid tolkning av resultaten.

HANVISNINGAR

1. NF T 20-035 (SEPT 85). Chemical products for industrial use. Determination of the oxidizing properties of
solids.
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Formens langd: 250 mm
Material: aluminium
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DEL B: METODER FOR BESTAMNING AV TOXICITET

ALLMAN INLEDNING: DEL B

A. INLEDNING

Se Allmin inledning

B. DEFINITIONER

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

b) LDs, (median letal dos) ir den statistiskt faststillda enstaka dos av ett amne som kan férvintas leda till
déden for 50 % av forsoksdjuren. Ett LDso-virde uttrycks som vike testimne per viktenhet forséksdjur

(mg/kg).

¢} LCs, (median letal koncentration) ar den statistiskt faststallda koncentration av ett amne som kan f6rvintas
leda till déden f6r 50 % av forsoksdjuren antingen under exponering eller inom en bestamd tid efter expo-
nering. LC,,-virdet uttrycks som vikt testimne per standardvolym luft (mg/l).

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

e) Subakut/subkronisk toxicitet omfattar de skadliga effekter som upptrider hos f6rsoksdjur till £5ljd av upp-
repad daglig dosering med, eller exponering fér, en kemikalie under en kort tid av deras forvintade livslangd.

f) Maximal tolererad dos (MTD) ir den hogsta dosnivd som framkallar tecken pé toxicitet utan att i ndgon
hégre grad paverka overlevnaden i det forsok i vilket den anvinds.

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

h) Ogenirritation ir framkallandet av reversibla forindringar i 6gonen efter det att ett testimne applicerats pa
Sgats frimre yta.

1) Hudsensibilisering (allergisk kontaktdermatit) ir en immunologiskt utlést kutan reaktion pi ett imne.

Sérskilda definitioner for inabalationstoxicitet
— Aerosoler ir partiklar (fasta och/eller flytande) som ir homogent férdelade i luften.

— Aerodynamisk diameter ir diametern av ett klot med en tithet av 1 g/cm?, som har samma stationira sjunk-
hastighet som den berorda partikeln.

— Massmedianen av den aerodynamiska diametern (MMAD) ir den beriknade aerodynamiska diameter som
delar aerosolens partikelstorleksférdelning i tvé lika stora massdelar.

— Geometrisk standardavvikelse (GSD) ir forhillandet mellan den uppskattade 84-percentilen och
50-percentilen, och den anger den kumulativa partikelstorleksfordelningskurvan, forutsatt att partikelstorle-
ken ar logaritmiskt normalfordelad.
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Sérskilda definitioner for det fasta dosforfarandet vid bestimning av akut oral toxicitet

— Tydliga tecken p3 toxicitet dr de toxiska verkningar som observeras efter tillforsel av testimnet, och som ir
sa pass allvarliga att tillfSrsel av nirmast hogre dos skulle kunna leda till dédsfall.

— Den kritiska dosen ir den hdgsta av de fyra faststillda dosnivier som kan tillforas utan att det medfor
imnesrelaterade dodsfall (inbegripet human avlivning).

C. MUTAGENICITET (inbegripet pre-screeningtest fér karcinogenicitet)

For den inledande bedémningen av ett amnes mutagenicitetspotential ar det nddvindigt att inhimta information
om tvé kategorier av slutpunkter, nimligen genmutation och kromosomférindringar.

Dessa tva slutpunkter utvirderas med f6ljande forsok:

i) Test av produktionen av gen(punkt)mutationer i prokaryotiska celler som Salmonella typhimurium; iven
Escheria coli kan anvindas i test. Valet mellan dessa tvd testorganismer kan vara beroende av arten av det
kemiska dmne som skall testas.

i) Test av produktionen av kromosomforindringar hos daggdjursceller som odlas iz vitro; iven ett in vivo-

forfarande (mikronukleirt test eller analys av metafasen for benmirgsceller) kan anvindas. Vid avsaknad av
kontraindikatorer ir dock i witro-metoder starke att féredra.

D. UTVARDERING OCH TOLKNING

Det finns grinser fér hur lingt resultat av djurférsék och undersékningar in wvitro kan extrapoleras direkt till
minniskan, vilket skall beaktas vid utvirdering och tolkning av forsok.

Nir humandata finns anses dessa vara mer relevanta for bestamningen av kemiska dmnens potentiella effekter pa
minniskan.

E. LITTERATURHANVISNINGAR

Toxikologi ir en experimentell vetenskap under utveckling och det finns omfattande litteratur om varje dmne.
Uppgifter av betydelse kan hittas i OECD:s riktlinjer {6r undersdkning av kemikalier.

Kompletterande anmirkningar

Djurvdrd
String kontroll av testmiljén och korrekta djurhillningsmetoder ir nédvindiga vid toxicitetstest.

i) Djurhéllning

Miljén i forsoksdjurens rum eller burar skall vara avpassade efter djurarten. Lampliga betingelser for rattor,
mdss och marsvin ir en rumstemperatur p 22 + 3 °C och en relativ luftfuktighet pd 30 — 70 %. Fér kaniner
bér temperaturen hillas vid 20 +3 °C med en relativ luftfuktighet pad 30 — 70 %.

Vissa testmetoder ir sarskilt kinsliga f6r temperatureffekter och i dessa fall ingdr detaljuppgifter om limpliga
betingelser i metodbeskrivningen. I alla undersokningar av toxiska effekter skall temperaturen och luftfuk-
tigheten kontrolleras, registreras och anges i den slutliga testrapporten.
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ii)

Onm artificiell belysning anvinds skall dygnsrytmen normalt vara 12 timmar ljus, 12 timmar mérker. Detalj-
uppgifter om belysningsrytmen skall registreras och anges i den slutliga testrapporten.

I rapporter om djurférsok dr det viktigt att ange typen av bur som har anvints och antalet djur i varje bur,
bide under exponering for det kemiska dmnet och under en péfoljande observationstid.

Utfodring

Fodret skall uppfylla alla niringsmissiga krav som kan stillas for den djurart som anvinds i férséket. Om
testimnena tillférs djuren via fodret kan niringsvirdet sjunka till f6ljd av en samverkan mellan imnet och
nigon bestindsdel i fodret.

Majligheten av en sidan reaktion skall 6vervigas vid tolkning av testresultaten.

I fodret fir inte finnas stérande koncentrationer av fororeningar som man vet paverkar toxiciteten.

Djurs vilbefinnande

Vid utarbetandet av testmetoderna har sirskild hinsyn tagits till djurens vilbefinnande. Hir nedan {8ljer nigra f3
exempel, men listan ir inte uttommande. Det exakta ordalydelsen och villkoren framgir av de enskilda meto-
derna.

— For bestimning av akut oral toxicitet infors en ny metod, namligen “fastdos-metoden”. Denna metod har

inte dddsfall som sirskild slutpunkt. Det anvinds firre forsoksdjur och metoden resulterar i mindre smirta
och lidande in den klassiska metoden for bestimning av akut oral toxicitet.

Antalet forsoksdjur minskas till ett vetenskapligt accepterat minimum, varvid 5 djur av samma kén testas for
varje dosnivd i friga om metoderna B.1 och B.3. Endast 10 djur (och endast 5 till den negativa kontrollgrup-
pen) anvinds fér bestimning av hudkinslighet genom anvindning av maximeringstest p marsvin (guinea pig
maximization test) (metod B.6). Antalet f6rs6ksdjur for den positiva kontrollen i friga om in vivo-tester av
mutagenicitet minskas ocksi (metoderna B.11 och B.12).

Djurens smirta och lidanden under f6rsoken minskas i det att djur som uppvisar allvarliga och ihéllande
tecken pa smirta och lidande avlivas humant. Dosering av testimnet p4 ett sitt som man vet orsakar smarta
och lidande p& grund av dmnets fritande eller irriterande egenskaper skall inte utféras (metoderna B.11 och
B.12).

Foérsok med alltfér hoga doser undviks genom infoérande av testgrinser, inte endast vid test av akut toxicitet
(metoderna B.1, B.2 och B.3) utan dven fér in vivo-tester av mutagenicitet (metoderna B.11 och B.12)

En strategi for testning av irriterande egenskaper gor det mojligt att undvika forsok, eller att reducera for-
s6ket till en undersokning av ett enskilt djur, nar det foreligger tillrickliga vetenskapliga bevis.

Sadana vetenskaplig bevis kan grundas pi dmnets fysikaliska-kemikaliska egenskaper, resultaten av andra tidigare
utfdrda tester eller resultaten av vil validerade in vitro-tester. Om det t. ex. har genomférts en undersokning av
akut dermal toxicitet med grinstestdoser av amnet (metod B.3) vid vilken det inte har observerats ndgon hudir-
ritation, kan ytterligare test av hudirritation (metod B.4) anses onddigt. Material som har utvisat klart fritande
eller allvarligt hudirriterande egenskaper i en undersékning av hudirritation (metod B.4) bér inte undersokas for
dgonirritation (metod B.5).
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B. 1. AKUT TOXICITET (ORALT)

1. METOD

1.1. INLEDNING

Se allmin inledning till del B (punkt A).

1.2. DEFINITIONER

Se allmin inledning till del B (punkt B).

1.3. REFERENSAMNEN
Inga.
14. TESTMETODSPRINCIP

Testimnet tillférs oralt genom magsond i graderade doser till flera grupper av férsoksdjur, varvid varje grupp ges
en bestimd dos. De valda doserna kan baseras pa resultaten frin ett grinstest. Darefter observeras effekter och
dédsfall. Djur som dér under forsoket skall obduceras, och 1 slutet av férsdket obduceras de 6verlevande djuren.
Denna metod ir huvudsakligen avsedd for studier av gnagare.

Det kan vara nodvindigt att pa ett humant sitt avliva djur som uppvisar ihillande tecken pi stark smirta och
lidande. Undersékningar av amnen pi ett sitt som grund av deras fritande eller irriterade egenskaper vallar avse-
vird smirta och lidande behdver inte utforas.

1.5. KVALITETSKRITERIER
Inga.

1.6. METODBESKRIVNING

1.6.1. Forberedelser

I minst fem dagar fore forséket skall djuren hillas under testbetingelser vad betriffar miljé och utfodring. Fore
forsoket fordelas friska konsmogna djur slumpmissigt i behandlingsgrupper. Om s behovs 15ses eller uppslam-
mas testimnet 1 limplig vehikel. Om det ir méjligt rekommenderas att vattenldsning anvinds i férsta hand, i
andra hand en 18sning i vegetabilisk olja, och direfter en mdjlig 16sning i andra vehiklar eller i en suspension.
Om inte vattenhaltiga vehiklar anvinds skall vehikelns relevanta toxiska egenskaper vara kinda eller ocks3 skall
de bestimmas fére eller under forsoket. Hos gnagare skall volymen normalt inte 6verstiga 10 ml/kg kroppsvikt,
utom fér vattenldsningar di 20 ml/kg kan anvindas. Genom att justera koncentrationerna kan en konstant
volym sikerstillas vid alla dosnivier och skillnader i testvolymen minimeras.

1.6.2. Testbetingelser

1.6.2.1. Forscksdjur

Om det inte finns kontraindikationer ir rittan forstahandsvalet.
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1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.2.5.

1.6.3.

De vanligen nyttjade laboratoriestammarna skall anvindas. For bdde han- och honkon giller att vikten hos djur
som anvinds i ett forsok inte fir avvika mer dn £20 % frin en rimlig genomsnittsvikt.

Antal och kon

Minst fem gnagare anvinds pi varje dosniva. De bor alla vara av samma kén. Om hondjur anvinds fir de inte ha
fote ungar och fir inte vara driktiga. Om det finns information om att ett kén 4r visentligt mer kinsligt skall
djur av detta kon anvindas.

Anmirkning: Vid anvindning av djur som ir hdgre upp i niringskedjan in gnagare i tester av akut toxicitet skall
man 6verviga anvindning av ett mindre antal djur.

Doserna skall faststallas med omsorg och man skall anstringa sig for att inte utnyttja hogre doser an moderat
toxiska doser. Vid sidana undersokningar bér tillforsel av dodliga doser av testimnet undvikas.

Dosnivder

Till forsoket skall anvindas ete tillrickligt antal dosnivéer, minst tre, som skall vara s3 valda att man uppnir en
gradering av de toxiska effekterna och av dodligheten i behandlingsgrupperna. Datauppgifterna skall vara till-
rickliga for framstillning av en dos-responskurva och, om majligt, {6r att medge en rimlig bestimning av LDs,.

Ghranstest

Vid anvindning av gnagare kan man utfora ett grinstest med en dosnivd av minst 2 000 mg/kg kroppsvike med
en grupp pa fem djur av varje kén enligt ovan beskrivna forfaranden. Om imnesrelaterade dédsfall intriffar bor
en fullstindig undersokning overvigas.

Observationstid

Observationstiden skall vara minst 14 dagar. Observationstiden skall emellertid inte vara strikt faststilld utan
skall bestimmas utifrin de toxiska reaktionerna, tidpunkten for deras upptridande och dterhimtningsperiodens
lingd. Den kan f6ljaktligen férlingas nir detta anses nddvindigt. Tidpunkten vid vilken tecken p3 toxicitet upp-
trider respektive forsvinner och tidpunkten for dodsfall ir viktiga, sirskilt om det finns en tendens till att sena

dodsfall intriffar.

Forfarande

Djuren skall fasta innan imnet tillférs. Rattor skall inte utfodras natten fore tillforsel av imnet; for djur med
hégre imnesomsittning ar det limpligt med en kortare fasteperiod. Djuren skall ha obegransad tillging till vat-
ten. Piféljande dag skall djuren vigas och testimnet tillfras gruppvis 1 en enda dos med magsond. Om det inte
ir mojligt att ge hela dosen pa en ging kan den tillforas i mindre fraktioner 6ver hégst 24 timmar. Sedan dmnet
tillforts kan foder undanhillas djuren i ytterligare tre till fyra timmar. Om en dos tillfors 1 fraktioner 6ver en
period kan det, beroende pi periodens lingd, bli nddvandigt att ge djuren foder och vatten.

Efter tillférsel observeras djuren och iakttagelserna registreras systematiskt for varje enskilt djur. Den férsta
dagen skall tita observationer goras.

En grundlig klinisk undersokning skall goras minst en gdng varje arbetsdag, andra observationer skall goras dag-
ligen och limpliga atgirder skall vidtas fér att minimera forlust av djur som ingir 1 studien, t. ex. skall djur som
hittas d5da obduceras eller nedfrysas och svaga eller déende djur skall isoleras eller avlivas. Observation av dju-
ren i burarna skall omfatta hud- och pilsforandringar, 6gon och slemhinnor och 4ven respirations- och cirkula-
tionssystem, autonoma och centrala nervsystemet samt kroppsmotorik och beteendeménster. Sarskild uppmirk-
samhet skall idgnas it observation av skilvningar, kramper, salivavsondring, diarré, letargi, somn och koma.
Tidpunkten for dodsfall skall registreras si noggrant som méjligt.

De djur som dor under férsoket och de djur som 6verlever forséket skall obduceras. Alla makroskopiska pato-
logiska forandringar registreras. Nir det ar indicerat skall vivnadsprov tas for histopatologisk undersékning.



116 Europeiska gemenskapernas officiella tidning 06/Vol. 06

Bedomning av toxicitet hos det motsatta konet

Sedan en undersékning av det ena kénet avslutats skall minst en grupp med fem djur av det motsatta konet testas
for att faststilla om djur av detta kén ir avsevirt mer kinsliga for testimnet. I vissa fall kan anvindning av firre
djur vara motiverat. Om det finns tillrickligt med information om att djur av det kén som har testats ir avsevirt
mer kansliga, behover djur av det motsatta kénet inte testas.

2. DATA

Data skall stillas upp i tabellform och f6r varje behandlingsgrupp skall anges antal djur i bérjan av férséket, tid-
punkten for enskilda djurs dédsfall, antal djur som visar andra tecken pa toxicitet, beskrivning av toxiska effekter
och obduktionsfynd. De enskilda f6rsoksdjurens vikt skall bestimmas och registreras omedelbart innan testim-
net tillfrs, varje vecka direfter och vid dodsfall. Vikeférindringar skall registreras om 6verlevnaden ir lingre in
en dag efter tillforseln. Avlivning av djur pa ett humant sitt till f6ljd av imnesrelaterat lidande och smirta skall
registreras som amnesrelaterade dodsfall. LD, skall bestimmas enligt en vedertagen metod. Utvirderingen av
data skall omfatta eventuellt samband mellan djurens exponering fér testimnet och incidensen och svirighets-
graden av alla abnormiteter, inklusive beteendemissiga och kliniska abnormiteter, makroskopiska lesioner, ind-
ringar av kroppsvikt, dodlighet och eventuella andra toxikologiska effekter.

3. RAPPORTERING

3.1, TESTRAPPORT

Testrapporten skall om mdjligt innehilla f5ljande uppgifter:

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

— Testbetingelser.

— Dosnivier (med angivande av vehikel, om sidan anvinds, och koncentrationer).
— De doserade djurens kon.

— Tabelluppstillning av responsdata efter kén och dosnivd (dvs. antal déda djur, antal djur som uppvisar
tecken pi toxicitet, antal exponerade djur).

— Dodstidpunkt efter dosering, motivering och anvinda kriterier {6r human avlivning av djur.
— Alla observationer.

— LDs4-virde for det kén som har varit foremal f6r en fullstindig undersékning, bestimt efter 14 dagar (med
angivande av bestimningsmetod).

— 95 % tillférlitlighetsintervall fér LDs, (om detta ar méjligt).

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

— Eventuella histopatologiska fynd.

— Resultat av eventuella férsok med det andra kénet.

— Diskussion av resultaten (med sirskild uppmirksamhet pi om human avlivning av djur under forsoket kan
ha inverkat p& det beriknade LD,,-virdet).

— Tolkning av resultaten.

3.2, UTVARDERING OCH TOLKNING

Se allmin inledning till del B (D).

4. HANVISNINGAR

Se allmin inledning till del B (E).
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B.1 bis. AKUT TOXICITET (ORALT) - FAST DOS-METOD

1. METOD

1.1 INLEDNING
Se allmin inledning till del B (A).

1.2, DEFINITIONER
Se allmin inledning till del B (B).

13, REFERENSAMNEN
Inga.

1.4. TESTMETODSPRINCIP
Ett test avseende akut oral toxicitet ger information om de skadliga verkningar som kan visa sig inom en kort tid
efter tillférsel av en enda dos av testimnet.
Fast dos-metoden utfors i tvi steg.
I ett fortest avsett for iakttagelse gors en sekvensiell undersékning av verkningarna av olika doser som tillférs
oralt via sond till enskilda djur av ett kon. Detta fortest ger information om férhallandet mellan dosen och tox-
iciteten, inbegripet en uppskattning av minsta dodliga dosniva. Normalt anvinds hégst fem djur {6r detta fortest.
I huvudtestet administreras amnet oralt via sond till grupper av fem handjur och fem hondjur vid en av de for-
bestimda dosnivierna (5, 50, 500 eller 2 000 mg/kg). Den anvinda dosen beriknas pa grundval av fortestet och
ir den dos som mest sannolikt kommer att medféra “tydliga tecken pa toxicitet” (se punkt 1.2. Definitioner)
men inga dodsfall.
Efter tillforsel observeras verkningarna pa frsoksdjuren.
Om den férst valda dosnivin framkallar tydliga tecken pa toxicitet men inga imnesrelaterade dédsfall, ir ytter-
ligare testning onddigt.
Nir tydliga tecken pa toxicitet inte konstateras vid den valda dosnivin bor dmnet testas igen vid nista hogre
dosnivd. Om djur dor eller uppvisar en kraftig toxisk reaktion som kriver human avlivning av djuren skall
imnet testas igen vid nista ligre dosnivi.
Detta forfarande gor det mojlige att identifiera den “kritiska dosen” (se 1.2 Definitioner) vilken ir den hogsta av
de forbestimda dosnivierna som kan administreras utan att orsaka dodsfall (inbegripet human avlivning).
Det kan vara nédvindigt att pd ett humant sitt avliva djur som uppvisar ihillande tecken pi stark smirta och
lidande. Unders6kningar av 4mnen p3 ett sitt som grund av deras fritande eller irriterade egenskaper véllar avse-
vird smirta och lidande behover inte utforas.

1.5. KVALITETSKRITERIER
Inga.

1.6. METODBESKRIVNING

1.6.1. Forberedelser

1.6.1.1 Forsoksdjur

Om det inte finns kontraindikationer ir rittan férstahandsvalet.
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De vanligen nyttjade laboratoriestammarna skall anvindas. For bide han- och honkén giller att vikten hos djur
som anvinds 1 ett forsok inte fir avvika mer in + 20 % frin en rimlig genomsnittsvikt.

I minst fem dagar fore forsoket skall djuren hillas under testbetingelser vad betriffar miljé och utfodring. Fére
forsoket fordelas unga friska djur slumpmissigt i grupper for for- respektive huvudtestet. | praktiken ricker det
med en grupp av varje kdn fér huvudtestet.

1.6.1.2. Dosfirberedelse och tillforsel

Om det ir nédvindigt upploses eller uppslammas testimnet i passande vehikel. Anvindning av en vattnig 16s-
ning rekommenderas och om detta inte ir méjligt en l6sning i vegetabilisk olja, en 16sning i andra vehiklar eller
eventuellt en suspension. Vid icke-vattniga vehikel bor vehikelns relevanta egenskaper vara kinda eller, om de
inte ir kinda, bestimmas p3 forhand eller i samband med forséket. Hos gnagare bér volymen normalt inte Sver-
stiga 10 ml/kg kroppsvikt, férutom vid anvindning av vattniga l6sningar, dir upp till 20 ml/kg kroppsvikt kan
anvindas. Skillnader av testvolymen skall minimeras genom att justera koncentrationen och siledes sikerstilla
att volymen ir konstant vid alla doser.

Djuren skall fasta innan testimnet tillférs. Réttor fir inte utfodras natten innan tillférsel av testimnet. Djuren
skall ha fri tillgdng till dricksvatten. Foljande dag vigs djuren och testimnet tillfors i mindre portioner under en
tidsperiod som inte fir overstiga 24 timmar. Nir testimnet har tillférts kan man undvika att utfodra djuren i
ytterligare tre till fyra timmar. Om en dos tillférs i mindre portioner under en tidsperiod kan det vara nédvin-
digt att utfodra och vattna djuren beroende pa hur ling period det r frigan om.

1.6.2. Forfarande

1.6.2.1. Fortest

Verkningarna av olika doser undersoks hos varje djur. Normalt anvinds hondjur, om det inte finns information
om att handjur ar mer kinsliga. Doseringen ar sekvensiell, och det skall g4 minst 24 timmar innan en dos ges till
nista djur. Alla djur observeras noggrant fér tecken pi toxicitet i minst sju dagar. Om det fortfarande finns
tecken pa toxicitet efter sju dagar skall djuren observeras i ytterligare sju dagar. F6ljande fasta dosnivier ir fast-
stallda: 5, 50, 500 och 2 000 mg/kg. Om den fasta dosnivd som har valts inte framkallar allvarlig toxicitet och
nasta hogre dosnivd medfér dodlighet ar det nddvindigt att undersoka en eller flera mellanliggande dosnivier. P4
detta sitt bor det vara mojligt att f3 upplysningar om den dosnivd som framkallar tecken pi toxicitet, och den
minsta dosnivd som framkallar dodlighet.

Man bér férséka att vilja den fasta dosnivin pa grundval av resultat i samband med liknande kemikalier. Om det
inte finns sidan information foreslds att man i den férsta omgangen anvinder en dos pa 500 mg/kg. Om det inte
forekommer ndgra tecken pé toxicitet vid den fasta dosnivin undersoks nista hogre dosnivi. Om det inte fore-
kommer nigon dédlighet vid 2 000 mg/kg ir fortestet klart, och huvudtestet bor genomféras vid denna dosniva.
Om allvarliga verkningar som nédvindiggdr human avlivning visar sig vid den fasta dosnivan (t. ex. 500 mg/kg)
ges den omedelbart ligre dosen (t. ex. 50 mg/kg) till ett annat djur. Om detta djur 6verlever kan andra djur ges
passande doser mellan de fasta dosnivierna. Normalt bor inte fler 4n fem djur anvindas i detta test.

1.6.2.2. Huvudtest

Minst 10 djur (fem hondjur och fem handjur) skall anvindas pi varje dosnivd. Hondjuren fir inte ha f6tt ungar
och far inte vara draktiga.

Som en princip for den fasta dosmetoden skall endast moderat toxiska doser anvindas. Tillforsel av dédliga
doser av testimnet skall undvikas.

Den dosnivi som anvinds vid forséket skall viljas frin en av de fyra bestimda dosnivierna, nimligen 5, 50, 500
eller 2 000 mg/kg kroppsvikt. Den nivd som viljs forst skall vara den nivd som med storst sannolikhet framkallar
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3.1.

tydliga tecken p4 toxicitet men inga dmnesrelaterade dodsfall (inbegripet human avlivning. Dédsfall till £5ljd av
olyckor inbegrips inte men skall anges). Nir en dosniva framkallar tydliga tecken pa toxicitet men inga dmnes-
relaterade dédsfall, ar ytterligare forsok onédiga.

Om det inte framkommer nigra tydliga tecken pi toxicitet efter tillforsel av den valda dosen skall imnet testas
igen vid nista hogre dosnivd. Djuren skall dock fortsatt hillas under observation tills observationsperioden ir
slut. Om en kraftig toxisk reaktion gér human avlivning av djuren nddvindig eller om det férekommer imnes-
relaterade dédsfall skall imnet testas igen vid nista ligre dosnivi. Aven hir skall djur som det inte varit nod-
vindigt att avliva hillas under observation tills observationsperioden ir slut.

Efter tillforsel gors systematiska observationer som registreras individuellt f6r varje enskilt djur.

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 dterhimtningsperiodens
lingd. Den kan f6ljaktligen férlangas nar detta anses nédvindigt. Tidpunkten vid vilken tecken p3 toxicitet upp-
trider respektive férsvinner och tidpunkten f6r dodsfall ar viktiga, sirskilt om det finns en tendens till att sena
dodsfall intriffar.

En grundlig klinisk undersokning skall goras minst tvd ginger pa dagen fér doseringen och direfter minst en
ging varje dag. Djur som uppvisar tydlig smirta eller som uppvisar allvarliga tecken pa lidande skall avlivas
humant. Andra observationer ir nédvindiga de forsta dagarna efter dosering om djuren fortsatt visar tecken pi
toxicitet. Testet kan avbrytas om det blir uppenbart att den valda initiala dosnivan var fér hog.

Observation skall omfatta hud- och pilsférindringar, 6gon, slemhinnor, respirations- och cirkulationssystem,
autonoma och centrala nervsystemet samt kroppsmotorik och beteendeménster. Sirskild uppmirksamhet skall
agnas 4t observation av skilvningar, kramper, salivavsondring, diarré, letargi, sémn och koma.

De enskilda djurens vikt skall bestimmas kort efter administration av testimnet och direfter dagligen de f6ljande
tre dagarna och direfter varje vecka. Djur som dér under f5rsoket skall vigas och obduceras och i slutet av for-
soket skall 6verlevande djur vigas och obduceras. Alla makroskopiska patologiska férandringar skall registreras.
Nir det ir indicerat skall vivnadsprov tas f6r histopatologisk undersékning.

Ett test av en andra eller, 1 undantagsfall, tredje dosnivi kan krivas beroende pa resultaten frin den foregiende
dosnivin.

Om en substans framkallar dédlighet vid 5 mg/kg kroppsvikt (eller om fértestet tyder pa att dédlighet kommer

att intriffa vid den dosnivén) kan det vara nodvindige att ytterligare testa substansen for akut toxicitet.

DATA

Data frin bide fortestet och huvudtestet skall stillas upp i tabellform och for varje dosnivi som testats skall
anges antal djur i bérjan av fdrsoket, antal djur som visar tecken pa toxicitet, antal djur som détt under testet
eller som avlivats av humana skil, beskrivning av toxiska effekter och, i friga om huvudtestet, om imnesrelate-
rade tydliga tecken pa toxicitet observerades, tidsforloppet fér eventuella toxiska verkningar och obduktions-
fynd. Vikeférandringar skall beridknas och registreras nir overlevnad Sverstiger en dag.

Djur som avlivas av humana orsaker till f6ljd av imnesrelaterat lidande och smirta registreras som imnesrela-

terade dodsfall.

RAPPORTERING

TESTRAPPORT

Testrapporten skall om majligt innehilla {5ljande uppgifter:
— Dijurart, stam, hirkomst, miljobetingelser, foder osv.

— Testbetingelser.
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— Dosnivier (med angivande av vehikel, om sidan anvinds, och koncentrationer).
— Samtliga resultat av alla undersokta dosnivaer.

— Tabelluppstillning 6ver reaktioner efter kon och dosniva (dvs. antal doserade djur, férindringar av kropps-
vikt, antal déda djur eller antal djur som avlivades under f6rsoket, om si har skett, antal djur som har visat
tecken pi toxicitet; art, svirighetsgrad och varaktighet av verkningarna.

— Tidpunkt f6r upptridande av symptom p3 toxicitet och angivelse om dessa symptom férsvinner igen.

— Daédstidpunkt efter dosering, nir djur ir déda eller avlivas samt orsaker till och kriterier f6r human avliv-
ning av djur.

— Obduktionsfynd.
— Eventuella histopatologiska fynd.

— Tolkning av resultaten, inbegripet tydliga tecken pi toxicitet och den kritiska dosnivd som pavisats under
forsoket.

UTVARDERING OCH TOLKNING

DOS RESULTAT TOLKNING
5 mg/kg kroppsvikt Mindre dn 100 % oOverlevnad Amnen som ir MYCKET
GIFTIGA

100 % overlevnad, men tydliga | Amnen som ir GIFTIGA
tecken pa toxicitet

100 % &verlevnad, inga tydliga | Se resultat vid 50 mg/kg
tecken pa toxicitet

50 mg/kg kroppsvikt Mindre in 100 % o6verlevnad Amnen som kan vara GIFTIGA
eller MYCKET GIFTIGA

100 % overlevnad, men tydliga | Amnen som ir SKADLIGA

tecken pa toxicitet

100 % &verlevnad, inga tydliga | Se resultat vid 500 mg/kg
tecken pa toxicitet

500 mg/kg kroppsvikt Mindre in 100 % &verlevnad Amnen som kan vara GIFTIGA
eller MYCKET GIFTIGA

100 % &verlevnad, men tydliga | Amnen som inte anses ha nigon
tecken pé toxicitet akut toxicitet

100 % overlevnad, inga tydliga | Se resultat vid 2 000 mg/kg
tecken pa toxicitet

2 000 mg/kg kroppsvikt Mindre dn 100 % &verlevnad Se resultat vid 500 mg/kg

100 % overlevnad, med eller | Amnen som inte har nigon bety-
utan tydliga tecken pé toxicitet | dande akut toxicitet

Se aven allmin inledning till del B (D).

HANVISNINGAR

Se allmin inledning till del B (E).
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B. 2. AKUT TOXICITET (INANDNING)

1. METOD

1.1 INLEDNING

Det ir anvindbart att ha férhandsupplysningar om dmnets partikelstorleksfordelning, dngtryck, smiltpunkt,
kokpunkt, flampunket och eventuellt explosiva egenskaper.

Se allmin inledning till del B (A).

1.2, DEFINITIONER

Se allmin inledning till del B (B).

1.3. REFERENSAMNEN
Inga.
1.4. TESTMETODSPRINCIP

Flera grupper av forsoksdjur exponeras under en angiven period f6r testimnet i graderade koncentrationer, en
bestimd koncentration per grupp. Direfter observeras effekter och dddsfall. Djur som dér under férsoket skall
obduceras och i slutet av forsoket obduceras éverlevande djur.

Det kan vara nddvindigt att pd ett humant sitt avliva djur som uppvisar ihillande tecken pd stark smirta och
lidande. Undersokningar av imnen pi ett sitt som pa grund av deras fritande eller irriterade egenskaper villar
avsevird smirta och lidande behdver inte utféras.

1.5. KVALITETSKRITERIER
Inga.

1.6. METODBESKRIVNING

1.6.1. Forberedelser

I minst fem dagar fore forsoket skall djuren hillas under testbetingelser vad betriffar miljé och utfodring. Fore
forsoket fordelas friska konsmogna djur slumpmissigt 1 erforderligt antal behandlingsgrupper. De behéver inte
utsittas f6r simulerad exponering om detta inte indiceras av den typ av exponeringsapparatur som anvinds.

Det kan vara nddvindigt att mikronisera fasta testimnen for att erhdlla limplig partikelstorlek.

Vid behov kan limplig vehikel tillsittas till testimnet f6r att gora det littare att uppné en limplig koncentration
av testimnet i atmosfiren. I sidana fall skall f6rséket omfatta en kontrollgrupp som exponeras f6r vehikeln. Om
den vehikel eller annan additiv substans anvinds for att underlitta dosering skall det vara pavisat att dessa inte
framkallar toxiska effekter. Hir kan tidigare insamlade data anvindas, om si bedéms vara limpligt.

1.6.2. Testbetingelser

1.6.2.1. Forsoksdjur

Om det inte finns kontraindikationer ir rittan forstahandsvalet. De vanligen nyttjade laboratoriestammarna skall
anvindas. For bide han- och honkon giller att vikten hos djur som anvands 1 ett forsok inte fir avvika mer in
+20 % frin 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 koncentrationsnivi. Honorna fir inte ha fout
ungar och fér inte vara draktiga.

Anmdrkning: Vid anvindning av djur som ir hogre upp i niringskedjan in gnagare vid tester av akut toxicitet
skall man Gverviga anvandning av ett mindre antal djur.

Doserna skall faststallas med omsorg och man skall anstringa sig for att inte utnyttja hogre doser an moderat
toxiska doser. Vid sidana undersdkningar bor tillforsel av dodliga doser av testimnet undvikas.

1.6.2.3. Exponeringskoncentrationer

Till forsoket skall anvindas ett tillrickligt antal exponeringskoncentrationer, minst tre, som skall vara s valda att
man fir en gradering av de toxiska effekterna och av dodligheten i behandlingsgrupperna. Datauppgifterna skall
vara tillrickliga for framstillning av en koncentrations-/dédlighetskurva och, om méjligt, for att medge en rimlig
bestimning av LC,,.

1.6.2.4. Granstest

Om fem han- och fem hondjur exponeras f6r 5 mg per liter av en gas eller aerosol eller ett flytande eller fast
imne (eller, om detta inte ir majligt pd grund av dmnets fysiska eller kemiska, inbegripet explosiva, egenskaper,
den hogsta uppnieliga koncentrationen) i fyra timmar och detta inom 14 dagar inte har lett till nigra imnesre-
laterade dédsfall, kan det anses vara &verflédigt med ytterligare forsck.

1.6.2.5. Exponeringstid

Exponeringstiden ir fyra timmar.

1.6.2.6. Utrustning

Djuren skall testas med inhalationsutrustning som utformats si att den uppratthiller en dynamisk luftcirkulation
med minst 12 luftvixlingar per timme, for att sikerstilla en tillricklig syrehalt och en jimnt fordelad expone-
ringsatmosfir. Om exponeringskammare anvinds skall den vara si utformad att tringseln bland f6rs6ksdjuren
minimeras och exponeringen for testimnet genom inandning maximeras. Som en allmin regel for att sikerstilla
en stabil atmosfar i en kammare, skall fors6ksdjurens totala “volym” inte &verstiga 5 % av exponeringskamma-
rens volym. Exponeringen kan goras genom kammare {6r mun-nisa, enbart huvudet eller hela frséksdjurets
kropp; vid anvindning av de tv3 f6rsta metoderna kan man minska mdjligheten att testimnet upptas via andra
vigar.

1.6.2.7. Observationstid

Observationstiden skall vara minst 14 dagar. Observationstiden skall emellertid inte vara strikt faststilld utan
skall bestimmas utifrin de toxiska reaktionerna, tidpunkten f6r deras upptridande och iterhimtningsperiodens
langd. Den kan f&ljaktligen forlingas nir detta anses nodvindigt. Tidpunkten vid vilken tecken pa toxicitet upp-
trider respektive férsvinner och tidpunkten for dédsfall ar viktiga, sarskilt om det finns en tendens till att sena

dodsfall intriffar.

1.6.3. Férfarande

Omedelbart fore exponering skall djuren vagas varefter de exponeras for testkoncentrationen i den aktuella
apparaturen 1 minst fyra timmar, efter det att jamvikt har uppnitts {6r koncentrationen i kammaren. Jimvikt
skall uppnis pé kort tid. Temperaturen under forsoket skall hillas vid 22 +3 °C. Under ideala betingelser skall
den relativa luftfuktigheten hillas mellan 30 % och 70 %, men i vissa fall (t. ex. test med aerosoler) kan detta
vara praktiskt ogenomfdrbart. Ett svagt undertryck i kammaren (s 5 mm vatten) f6rhindrar att testimnet licker
ut i det omgivande rummet. Under exponeringen skall djuren undanhillas foder och vatten. Ett dynamiske respi-
rationssystem med ett lampligt analytiskt kontrollsystem skall anvindas. Ett f6rsokstest rekommenderas for att
faststilla limpliga exponeringskoncentrationer. Systemet skall vara sddant att det si snabbt som méjligt gér ate
sikerstilla stabila exponeringsbetingelser. Lufthastigheten skall justeras for att sikerstilla att betingelserna ir
homogena i hela exponeringskammaren.
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Miitning eller kontroll skall goras av:
a) Lufthastighet (fortlépande).

b) Den faktiska koncentrationen av testimnet mitt 1 respirationszonen minst tre ginger under exponeringen
(vissa atmosfirer, t. ex. aerosoler med hdga koncentrationer, kan behdva kontrolleras oftare). Under expo-
neringsperioden skall koncentrationen inte avvika mer 4n + 15 % frin den genomsnittliga koncentrationen.
En sidan kontrollnivi kan emellertid var oméjlig att uppni vid test med stoft och vissa aerosoler, och i
sidana fall kan storre avvikelser accepteras. For aerosoler skall analys av partikelstorleken goras s3 ofta som
méjligt (minst en ging per frsdksgrupp).

¢) Temperatur och luftfuktighet, fortlépande om mojligt.

Under och efter exponering skall observationer goras och registreras systematiskt for varje enskilt djur. Den fér-
sta dagen skall tita observationer goras. En grundlig klinisk undersékning skall géras minst en ging varje arbets-
dag, andra observationer skall goras dagligen och limpliga dtgirder skall vidtas £6r att minimera f6rlust av djur
som ingdr i studien, t. ex. skall djur som hittas d6da obduceras eller nedfrysas och svaga eller déende djur skall
isoleras eller avlivas.

Observation skall omfatta hud- och pilsforindringar, 6gon, slemhinnor, respirations- och cirkulationssystem,
autonoma och centrala nervsystemet samt kroppsmotorik och beteendeménster. Sirskilt uppmirksamhet skall
agnas it observation av andningsbeteende, skilvningar, kramper, salivavsondring, diarré, letargi, somn och koma.
Tidpunkten f6r dédsfall skall registreras si noggrant som méjligt. De enskilda djurens vikt skall bestimmas varje
vecka efter exponeringen och vid dodsfall.

Djur som dér under forséket skall obduceras och i slutet av férsoket skall éverlevande djur obduceras, sirskilt
med avseende pd eventuella férindringar av 6vre och nedre andningsvigarna. Alla makroskopiska patologiska
forandringar skall registreras. Vid sidana indikationer skall vivnadsprover tas for histopatologisk undersékning.

DATA

Data skall stillas upp i tabellform och f6r varje behandlingsgrupp skall anges antal djur i bérjan av forsoket, tid-
punkten f6r enskilda djurs dodsfall, antal djur som visar andra tecken p3 toxicitet, beskrivning av toxiska effekter
och obduktionsfynd. De enskilda férséksdjurens vikt skall bestimmas och registreras om 6verlevnaden Sversti-
ger en dag efter exponeringen. Avlivning av djur pa grund av dmnesrelaterat lidande och smirta skall registreras
som dmnesrelaterade dodsfall. LCs, skall bestimmas enligt en vedertagen metod. Utvirderingen av data skall
omfatta eventuellt samband mellan djurens exponering fér testimnet och omfattningen och svirighetsgrad av alla
abnormiteter, inklusive beteendemissiga och kliniska abnormiteter, makroskopiska lesioner, indringar av
kroppsvikt, dédlighet och eventuella andra toxikologiska effekter.

RAPPORTERING

TESTRAPPORT

Testrapporten skall om méjligt innehilla foljande uppgifter:
— Djurart, stam, hirkomst, miljobetingelser, foder osv.
— Testbetingelser; beskrivning av exponeringsapparaturen

inklusive utformning, typ, dimensioner, luftkilla, system f6r framstillning av finférdelade imnen och aerosoler,
metod att konditionera luften och sitt att halla djuren i en férsokskammare nir sidan anvinds. Utrustning for
mitning av temperatur, luftfuktighet och finfordelade aerosolers koncentration och storlek skall beskrivas.

Exponeringsdata

Dessa skall stillas upp 1 tabellform och presenteras med medelvirden och ett spridningsmaitt (t. ex. standardav-
vikelse) och skall, om majligt, omfatta

a) lufthastighet genom inhalationsutrustningen,

b) luftens temperatur och fuktighet,
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¢) nominella koncentrationer (total mingd testimne som tillférts inhalationsutrustningen, dividerat med luft-
volymen),

d) typ av vehikel, om sidan anvinds,

e) faktiska koncentrationer i forsokets respirationszon,

f) massmedianen av den aerodynamiska diametern (MMAD) och den geometriska standardavvikelsen (GSD),
g) jimviktsperiod,

h) exponeringstid

— Tabelluppstillning av responsdata efter kén och exponeringsniva (dvs. antal déda djur, antal djur som upp-
visar tecken pa toxicitet, antal exponerade djur).

— Dédstidpunkt under eller efter exponering, motivering och anvinda kriterier f6r human avlivning av djur.
— Alla observationer.

— LC,o-virde for varje kon bestimt i slutet av observationsperioden (med angivande av bestimningsmetod).
— 95 % tillférlitlighetsintervall for LCs, (om detta ir mojligt).

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

— Obduktionsfynd.

— Eventuella histopatologiska fynd.

— Diskussion av resultaten (med sirskild uppmirksamhet pi om human avlivning av djur under férsket kan
ha inverkat pd det beriknade LD;,-virdet).

— Tolkning av resultaten.

3.2. UTVARDERING OCH TOLKNING
Se allmin inledning till del B (D).

4, HANVISNINGAR
Se allmin inledning till del B (E).
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B. 3. AKUT TOXICITET (DERMALT)

1. METOD

1.1. INLEDNING
Se allmin inledning till del B (A).

1.2 DEFINITIONER
Se allmin inledning till del B (B).

1.3. REFERENSAMNEN
Inga.

1.4. TESTMETODSPRINCIP
Testimnet appliceras i graderade doser pd huden till flera grupper av forsoksdjur, en bestimd dos per grupp.
Direfter observeras effekter och dédsfall. Djur som dér under forsoket skall obduceras och i slutet av férsoket
obduceras overlevande djur.
Det kan vara nddvindigt att pa ett humant sitt avliva djur som uppvisar ihéllande tecken pi stark smirta och
lidande. Unders6kningar av imnen pi ett sitt som pa grund av deras fritande eller irriterade egenskaper villar
avsevird smirta och lidande behover inte utforas.

1.5. KVALITETSKRITERIER
Inga.

1.6. METODBESKRIVNING

1.6.1. Forberedelser
I minst fem dagar fére forsoket skall djuren hillas under testbetingelserna vad betriffar miljé och utfodring.
Fore forsoket fordelas friska kénsmogna djur slumpmissigt i behandlingsgrupper. Ungefir 24 timmar fore testet
skall pils avligsnas frin djurens rygg genom klippning eller rakning. Vid klippning eller rakning skall forsiktig-
het iakttas s3 att huden inte skadas, eftersom det kan dndra dess genomtringlighet. Minst 10 % av kroppsytan
skall goras klar for applicering av testimnet. Vid test av fasta dmnen, som fir pulvriseras om det ir limpligt, skall
testimnet fuktas tillrickligt med vatten eller, vid behov med limplig vehikel, for att sakerstilla god kontakt med
huden. Nir vehikel anvinds skall hinsyn tas till vehikelns inverkan pé testimnets penetrering av huden. Fly-
tande testimnen anvinds vanligen outspidda.

1.6.2. Testbetingelser

1.6.2.1. Forsoksdjur

Koénsmogna rittor eller kaniner fir anvindas. Andra arter kan anvindas men i s3 fall skall detta motiveras. De
vanligen nyttjade laboratoriestammarna skall anvindas. Fér bide han- och honkén giller att vikten hos djur som
anvinds i ett f6rsok inte fir avvika mer dn + 20 % frin en rimlig genomsnittsvikt.
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1.6.2.2. Antal och kon

Minst 5 djur skall anvindas pi varje dosnivé. De skall alla vara av samma kén. Om hondjur anvinds fir de inte
ha f6tt ungar och fir inte vara driktiga. Om det finns information som visar att ett kén ir visentligt mer kinsligt
skall djur av detta kén anvindas.

Anmérkning: Vid anvindning av djur som dr hdgre upp 1 niringskedjan in gnagare vid tester av akut toxicitet
skall man 6verviga anvandning av ett mindre antal djur. Doserna skall faststallas med omsorg och man skall
anstringa sig for att inte utnyttja hogre doser in moderat toxiska doser. Vid sidana undersokningar bér tillférsel
av dodliga doser av testimnet undvikas. ]

1.6.2.3. Dosnivder

Till forsoket skall anvindas et tillrickligt antal dosnivier, minst tre, som skall vara si valda att man fir en gra-
dering av de toxiska verkningarna och av dodligheten i1 behandlingsgrupperna. Nir dosnivderna bestims skall
hinsyn tas till eventuellt irriterande eller fritande effekter. Datauppgifterna skall vara tillrickliga for framstill-
ning av en dos-/responskurva och, om mojligt, for att medge en rimlig bestimning av LDj,.

1.6.2.4. Granstest

Ett grinstest med en dosnivd av minst 2 000 mg/kg kroppsvikt kan utféras med en grupp av fem djur av varje
- kén enligt ovan beskrivna forfarande. Om amnesrelaterade dédsfall intraffar bor en fullstindig undersékning
Overvigas.

1.6.2.5. Observationsperiod

Observationstiden skall vara minst 14 dagar. Observationstiden skall emellertid inte vara strikt faststilld utan
skall bestimmas utifrin de toxiska reaktionerna, tidpunkten fér deras upptridande och iterhimtningsperiodens
lingd. Den kan foljaktligen férlingas nir detta anses nédvindigt. Tidpunkten vid vilken tecken p3 toxicitet upp-
trader respektive forsvinner och tidpunkten for dodsfall dr viktiga, sirskilt om det finns en tendens till att sena

dodsfall intriffar.

1.6.3. Forfarande

Djuren skall hallas 1 var sin bur. Testimnet skall appliceras jaimnt Sver ett omrade som motsvarar ungefir 10 %
av den totala kroppsytan. Vid anvindning av kraftigt toxiska dmnen kan en mindre yta tickas, men amnet skall
appliceras pa ytan i ett s tunt och jimnt lager som mojligt.

Testamnen skall hillas 1 kontakt med huden med en pords gaskompress och icke hudirriterande tejp under en 24
timmar ling exponeringstid. Testytan skall vidare tickas pa limpligt satt for att sakerstilla att gaskompressen och
testimnet hills pa plats si att djuren inte kan svilja testimnet. For att forhindra att djuren intar testimnet kan
rorelsehindrande anordningar anvindas, men total immobilisering rekommenderas inte.

I slutet av exponeringsperioden skall resterande testimne avlagsnas, i limpliga fall med vatten eller med annan
lamplig metod f6r rengéring av huden.

Observationer skall registreras systematiskt niar de gors. Varje enskilt djur skall registreras separat. Den forsta
dagen skall tita observationer goras. En grundlig klinisk undersokning skall goras minst en ging varje arbetsdag,
andra observationer skall goras dagligen och lampliga dtgirder skall vidtas for att minimera forlust av djur som
ingdr i studien, t. ex. skall djur som hittas d5da obduceras eller nedfrysas och svaga eller déende djur skall iso-
leras eller avlivas.

Observation av djuren i burarna skall omfatta pilsférindringar, behandlad hud, 6gon och slemhinnor,
respirations- och cirkulationssystem, autonoma och centrala nervsystemet samt kroppsmotorik och beteende-
monster. Sarskile uppmarksamhet skall agnas &t observation av skilvningar, kramper, salivavsondring, diarré,
letargi, sémn och koma. Tidpunkten f6r ddsfall skall registreras si noggrant som mgjligt. Djur som dér under
forsoket skall obduceras och 1 slutet av forsoket skall éverlevande djur obduceras. Alla makroskopiska patolo-
giska forindringar skall registreras. Nir det ar indicerat skall vivnadsprov tas for histopatologisk undersékning.
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3.1.

3.2.

Bedomning av toxicitet hos det motsatta kinet
Sedan en underskning av det ena konet avslutats skall minst en grupp med fem djur av det motsatta kdnet testas
for att faststilla om djur av detta kon ar avsevirt mer kinsliga for testimnet. I vissa fall kan anvindning av firre

djur vara motiverat. Om det finns tillrickligt med information om att djur av det kén som har testats ir avsevirt
mer kinsliga, behéver djur av det motsatta konet inte testas.

DATA

Data skall stillas upp i tabellform och f6r varje behandlingsgrupp skall anges antal djur i bérjan av forsoket, tid-
punkten for enskilda djurs dddsfall, antal djur som visar andra tecken p toxicitet, beskrivning av toxiska effekter
och obduktionsfynd. De enskilda férséksdjurens vikt skall bestimmas och registreras omedelbart innan testim-
net appliceras, direfter varje vecka och vid dédsfall. Viktfrindringar skall beriknas och registreras om 6verlev-
naden Overstiger en dag efter applicering av testimnet. Avlivning av djur pi ett humant sitt till f6ljd av dmnes-
relaterat lidande och smirta skall registreras som imnesrelaterade dédsfall. LDy, skall bestimmas enligt en
erkind metod.

Utvirderingen av data skall omfatta eventuellt samband mellan djurens exponering fér testimnet och omfatt-

ningen och svirighetsgraden av alla abnormiteter, inklusive beteendemissiga och kliniska abnormiteter, makro-
skopiska lesioner, dndringar av kroppsvikt, dodlighet och eventuella andra toxikologiska effekter.

RAPPORTERING

TESTRAPPORT

Testrapporten skall om mojligt innehilla f5ljande uppgifter:

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

— Testbetingelser (inklusive metod {or hudrengdring och slag av bandage: med eller utan ocklusion).
— Dosnivier (med angivande av vehikel, om sidan anvinds, och koncentrationer).

— Forsoksdjurens kon. |

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

— Dédstidpunkt efter dosering, motivering och kriterier f6r human avlivning av djur.
— Alla observationer.

— LD;,-virde for det kon som har varit féremal for en fullstindig undersokning bestimt efter 14 dagar med
angivande av bestimningsmetod.

— 95 % tillforlitlighetsintervall for LDs, (dir detta ar mojligt).

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

— Eventuella histopatologiska fynd.

— Resultat av férsok med motsatt kon.

— Diskussion av resultaten (med sarskild uppmirksamhet pi om human avlivning av djur under forsoket kan
ha inverkat pi det beriknade LDy-virdet).

— Tolkning av resultaten.

UTVARDERING OCH TOLKNING

Se allmin inledning till del B (D).

HANVISNINGAR

Se allmin inledning till del B (E).
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B. 4. AKUT TOXICITET (HUDIRRITATION)

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

Inledande kommentarer

Alla tillgingliga uppgifter om testimnet skall noggrant beaktas i syfte att behova utféra si fa forsék som méjlige
med imnen under villkor som kan férmodas ge en vildsam reaktion. Féljande upplysningar kan vara till nytta
nir man skall avgéra om man skall utfora en fullstindig unders6kning, en undersékning pa ett enskilt djur eller
ingen undersékning alls:

i) Fysiska-kemiska egenskaper och kemisk reaktivitet. Starkt sura och starkt basiska imnen (t. ex. pH-virde
under eller lika med 2 eller &ver eller lika med 11,5) behdver inte undersékas primirt f6r hudirritation, om
deras fritande egenskaper ir forutsigbara. Man skall dessutom ta hinsyn till amnets syra-/bas-kapacitet.

i) Om det finns resultat av vil validerade in vitro-tester som tydligt pekar pé allvarliga verkningar ir en full-
stindig undersokning inte alltid nédvindig.

iii) Resultaten av undersokningar av akut toxicitet. Om det har gjorts en underskning av akut toxicitet vid
upptag genom huden med dos av imnet pi grinstestniva (2 000 mg/kg kroppsvikt) och ingen hudirritation
har iakttagits kan ytterligare test av hudirritation vara éverflodigt. Test av imnen som har visat sig vara
mycket giftiga vid upptag genom huden ir ocksi onddiga.

Testamnet appliceras i en engdngsdos pa huden pi ett antal f5rs6ksdjur, som vart och ett fungerar som sin egen
kontroll. Efter ett visst intervall bedoms och klassificeras graden av irritation. En fullstindig utvirdering gors
med en detaljerad beskrivning av effekterna. Observationer skall goras under tillrickligt lang tid fér att mojlig-
gora en fullstindig utvirdering av de observerade effekternas reversibilitet.

Det kan vara nddvindigt att av humana skal avliva djur som visar ihillande symptom pi stark smirta eller

lidande.
1.5. KVALITETSKRITERIER
Inga.
1.6. METODBESKRIVNING
1.6.1. Forberedelser

Ungefir 24 timmar innan testet inleds skall pils avligsnas frin fors6ksdjurens rygg genom klippning eller rak-
ning.

Vid klippning eller rakning skall forsiktighet iakttas s att huden inte skadas. Endast djur med frisk oskadad hud
skall anvindas.
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1.6.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.3.

Vissa kaninstammar har plittar av tit pils som ir mer framtridande vid vissa tidpunkter av iret. Testimnen skall
inte paforas pa dessa omriden med tit palsvixt.

Vid test av fasta imnen (som i nédvindiga fall fir pulvriseras), skall testimnet fuktas tillrickligt med vatten eller
om s beh6vs med limplig vehikel for att sikerstilla god kontakt med huden. Nir vehikel anvinds skall hinsyn
tas till vehikelns effekt p3 hudirritation som testimnet kan ge upphov till. Flytande testimnen anvinds vanligen
outspidda.

Testbetingelser

Forsoksdjur

Aven om flera diggdjursarter kan anvindas som forsoksdjur ir albinokaninen forstahandsvalet.

Antal djur

Om dmnet pé grundval av in vitro-fortester eller av andra orsaker misstinks framkalla nekros (dvs. att vara fri-
tande) kan en unders6kning av ett enskilt djur komma p4 tal. Om en sddan undersdkning inte tyder pd fritning,
kompletteras den med en undersékning av ytterligare minst tvi djur.

. Till en fullstindig undersokning anvinds minst tre friska kénsmogna djur. Det ir inte nédvindigt att anvinda en

sirskild kontrollgrupp av obehandlade djur. Det kan vara nodvindigt att anvinda fler djur for att klarligga tve-
tydiga reaktioner.

Dosnivd

Om inga kontraindikationer finns appliceras 0,5 ml flytande eller 0,5 ml halvfast testimne pd hudomradet. Intil-
liggande, obehandlade hudomriden pi varje djur fungerar som kontroll.

Observationsperiod

Observationsperioden skall inte vara strike faststilld. Den skall vara tillrickligt ling for att medge en fullstandig
utvirdering av de observerade effekternas reversibilitet eller irreversibilitet. Den behéver normalt inte 6verskrida
14 dagar efter applicering.

Forfarande

Djuren skall hallas i var sin bur. Testimnet skall appliceras p3 ett litet hudomrade (ungefir 6 cm?) som ticks med
en liten kompress som halls pi plats med icke hudirriterande tejp. Nir flytande testimnen och vissa pastor
anvinds kan det vara nédvindigt att applicera testimnet pa kompressen som direfter placeras pi huden. Under
exponeringsperioden skall kompressen hillas i 16s kontakt med huden med ett limpligt ocklusiv- eller semi-
ocklusivforband. Djuren skall vara férhindrade att komma 4t kompressen si att de kan svilja eller inandas
testimnet.

I slutet av exponeringstiden skall kvarblivande testimne avligsnas, i limpliga fall med vatten eller med limpligt
16sningsmedel, utan att den aktuella responsen eller verhuden péverkas.

Exponeringstiden ir normalt fyra timmar.

Om man misstinker att imnet kan framkalla nekros (dvs. verka fritande) skall exponeringstiden minskas (t. ex.
till en timme eller tre minuter). Vid en sidan undersokning kan man bérja med att anvinda ett enskilt djur. Om
den dermala toxiciteten av testimnet inte utesluter det kan man samtidigt anvinda tre kompresser pa detta for-
soksdjur. Den forsta kompressen avlagsnas efter tre minuter. Om inga allvarliga hudreaktioner observeras avligs-
nas den andra kompressen efter en timme. Om observationer vid den hir tidpunkten antyder att en fyra timmar
lang exponering ir nédvindig och kan utféras humant avligsnas den tredje kompressen efter fyra timmar och
reaktionerna avldses.
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I detta fall (dvs. nir fyra timmars exponering ir méjligt) kompletteras testet genom anvindning av ytterligare
minst tva djur, bortsett frin de fall nar detta inte dr humant (t. ex. om man observerar nekroser efter fyra tim-
mars exponering).

Om en allvarlig hudreaktion (t. ex. nekros) observeras efter antingen tre minuter eller en timme skall testet ome-
delbart avbrytas.

Lingre exponeringar kan vara indikerade under vissa betingelser, t. ex. om detta motiveras av minniskans for-
vintade anvindning och exponering.

1.6.3.1. Observation och klasstficering

Djuren skall observeras for tecken ps hudrodnad och 6dem och responsen skall registreras efter 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. Utéver observa-
tionen av irritationen skall eventuella allvarliga skador som fritsir (irreversibel forstérelse av hudvivnad) och
andra toxiska effekter beskrivas fullstindigt.

Sidana tekniker som t. ex. histopatologisk underskning eller mitning av hudveckstjockleken kan anvindas fér
att klargora tveksamma reaktioner och reaktioner som delvis déljs av testimnets firgning av huden.

2. DATA

Data skall stillas upp 1 tabellform och fér varje enskilt djur skall anges klassificering av hudrodnad och 6dem
under hela observationsperioden. Alla allvarliga skador, graden och arten av irritationen, reversibilitet och fritsir
samt eventuella andra toxiska effekter skall registreras.

3. RAPPORTERING

31 TESTRAPPORT

Testrapporten skall om méjligt innehélla f5ljande uppgifter:
— Djurart, stam, hirkomst, miljobetingelser, foder osv.

— Testbetingelser (inklusive det aktuella kemiska amnets fysisk-kemiska egenskaper och metoden att férbereda
och rengoéra huden och slag av bandage: ocklusiv- eller semiocklusiv).

— Tabelluppstillning 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 fritsr.

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

— Diskussion av resultaten.

— Tolkning av resultaten.

3.2. UTVARDERING OCH TOLKNING

Se allmin inledning till del B (D).

4. HANVISNINGAR

Se allmin inledning till del B (E).
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1.1.

1.2

1.3.

1.4.

Tilligg

TABELL: GRADERING AV HUDREAKTION

Hudrodnad och sirskorpebildning

Ingen hudrodnad .........cooiiiiiiiiii 0
Mycket liten hudrodnad (knappt diagnosticerbar) ............c..cooiiiiiiiiiiiiii 1
Vildefinierad hudrodnad .........o.ouiiuiniit i e 2
Medelsvir till allvarlig hudrodnad ..........cooiiiiiiii 3
Allvarlig hudrodnad (rédbetsrod) eller sirskorpebildning (djupgiende skador) som

forhindrar mitning av hudrodnad ... 4

Odembildning

Inget Sdem ..o.uiiiiiti i 0
Mycket litet 6dem (knappt diagnosticerbart) ...........cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 1
Litet 6dem (vildefinierat omride avgrinsat av otvetydig svullnad) ................coc 2
Medelsvart 6dem (avgrinsat av 1 mm svullnad) ... 3
Allvarligt 6dem (mer 4n 1 mm svullnad och utbredning utanfor exponeringsomradet) ....................... 4

B. 5. AKUT TOXICITET (OGONIRRITATION)

METOD

INLEDNING
Se allmin inledning till del B (A).

DEFINITION

Se allmin inledning till del B (B).

REFERENSAMNEN

Inga.

TESTMETODSPRINCIP

Inledande kommentarer

Alla tillgingliga uppgifter om testimnet skall noggrant beaktas i syfte att beh6va utfora si f3 forsok som méjligt
med dmnen under villkor som kan férmodas ge en vildsam reaktion. Foljande upplysningar kan vara till nytta i

detta syfte:

i) Fysiska-kemiska egenskaper och kemisk reaktivitet. Starkt sura och starkt basiska imnen som t. ex. forvin-
tas medfora ett pH-virde i 6gat pd under eller lika med 2 eller &ver eller lika med 11,5 behover mojligtvis
inte testas om svira lesioner kan forvintas. Man skall dessutom ta hinsyn till amnets syra-/bas-kapacitet.
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if) Resultat av vél validerade alternativa undersokningar som har visat sig ha potentiellt fritande eller starkt irri-
terande egenskaper undersoks inte ytterligare fér dgonirritation eftersom man kan anta att sidana imnen
kommer att paverkat 6gat avsevirt.

iii) Resultaten av undersokningar av hudirritation. Material som i en undersdkning av hudirritation har visat sig
ha tydliga fritande eller irriterande egenskaper undersoks inte ytterligare for dgonirritation eftersom man
kan anta att sidana imnen kommer att piverkat 6gat avsevirt.

Hela testimnet pafors i det ena 6gat hos ett antal férs6ksdjur. Det obehandlade 6gat anvinds som kontroll. Gra-
den av irritation virderas och klassificeras med bestimda intervaller och beskriv utférligt for att fullstindigt
kunna utvirdera verkningarna. Observationer bor goras under en si pass lang tid att det blir mojligt att gora en
fullstindigt utvirdering om de observerade verkningarna ar reversibla eller irreversibla.

Det kan vara nédvindigt att av humana skil avliva djur som visar ihillande symptom pé stark smirta eller

lidande.
1.5. KVALITETSKRITERIER
Inga.
1.6. METODBESKRIVNING
1.6.1. Forberedelser

Inom 24 timmar innan testet inleds skall en noggrann unders6kning géras av bida gonen pi varje uttaget for-
sdksdjur. Djur som féreter dgonirritation, Sgondefekter eller tidigare hornhinneskador skall inte anvindas.

1.6.2. Testbetingelser

1.6.2.1. Forsoksdjur

Aven om minga olika diggdjursarter kan dvervigas som forsoksdjur rekommenderas anvindning av friska kons-
mogna albinokaniner.

1.6.2.2. Antal djur

Om tydliga verkningar f6rvintas kan ett forsok av ett enskilt djur 6vervigas. Om resultaten av detta forsdk med
en kanin visar att imnet ir starkt 6gonirriterande (reversibel verkan) eller fritande (irreversibel verkan) vid det
beskrivna forfarandet ir det inte alltid nddvindigt att fortsatta undersokningen av 6gonirritation med flera djur.
I vissa fall kan det vara limpligt att undersdka specifika aspekter genom férsok med flera djur.

I alla andra fall in forsok med ett enskilt djur skall minst tre djur anvinds. Det kan vara nédvindigt att anvinda
flera djur fér att klarligga tvetydiga reaktioner.

1.6.2.3. Dosniva

Vid test av flytande imnen anvinds en dos pa 0,1 ml. Vid test av fasta imnen, pastor och finférdelade fasta
imnen skall den anvinda mingden ha en volym pi 0,1 ml eller en vikt pa ungefir 0,1 g (vikten skall alltid regist-
reras). Fasta och pulverformiga testimnen mals till fina stoftpartiklar. Volymen av finférdelade imnen skall
mitas efter litt sammanpackning, t. ex. genom litta slag pd mitkarlet.

Om imnet finns 1 en sprayflaska eller en aerosoltryckbehillare samlas 0,1 ml av den utsprutade vitskan upp och
droppas i dgat pa samma sitt som ir beskrivet for vitskor.

1.6.2.4. Observationsperiod

Observationsperioden skall inte vara strike faststalld. Den skall vara tillrickligt ling f6r att medge en utvirdering
av de observerade effekternas reversibilitet eller irreversibilitet. Den behéver normalt inte éverskrida 21 dagar
efter instillation.
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1.6.3.

1.6.3.1.

3.1

Férfarande

Djuren skall hillas i var sin bur. P4 varje djur instilleras testimnet i ena 6gats bindhinnesick medan nedre 6gon-
locket forsiktigt hills borta frin dgongloben. Direfter skall 5gonlocken mjukt héllas slutna 1 ungefir en sekund
fér att forhindra att imnet rinner ut. Det obehandlade gat fungerar som kontroll.

Om det anses att testimnet kan fororsaka orimlig smirta kan en lokalbedvning anvindas nir dmnet droppas i
dgat. Bed6vningsmedlets sort, koncentration och anvindningstillfille viljs med omsorg si att anvindningen inte
medfor signifikativt olika reaktioner for testimnet. Kontrollogat bedovas p4d samma sitt.

Forsoksdjurens dgon skall inte skdljas pd 24 timmar efter instillation av testimnet. Efter 24 timmar kan skolj-
ning goras om det bedoms limpligt.

For vissa av de amnen som i detta test har visat sig fororsaka gonirritation kan det finnas indikationer pi ytter-
ligare forsok, varvid kaninernas Sgon skoljs straxt efter idroppning av imnet. I detta fall rekommenderas
anvindning av tre kaniner. 30 sekunder efter instillation av testimnet skoljs 6gonen pi kaninerna i 30 sekunder
med en vitskevolym och ett vitskeflode som inte skadar 6gat.

Observation och gradering

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

Vid ihallande hornhinneskada eller annan égonirritation kan det vara nédvindigt med forlingd observationstid
for att bestimma utvecklingen av skadorna och deras reversibilitet eller irreversibilitet. Utdver observationerna
av hornhinnan, regnbigshinnan och bindhinnan skall eventuella andra observerade skador registreras och rap-
porteras. Graderingen av 6gats reaktion (se tabell) skall registreras vid varje undersékning. Graderingen av &gats
responser ir féremil for olika tolkningar. For att underlitta for forsokslaboratorier och personal som utfér och
tolkar observationerna kan en illustrerad vigledning om &gonirritationer anvindas.

Undersokning av reaktioner kan underlittas med en binokulir lupp, handhillen spaltlampa, biomikroskop och
andra limpliga instrument. Efter registrering av de forsta 24 timmarnas observationer kan 6gonen pi ett antal
eller samtliga kaniner undersokas ytterligare med fluorescein.

DATA

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

RAPPORTERING

TESTRAPPORT

Testrapporten skall om méjligt innehalla minst f5ljande uppgifter:
— Data om djuret (art, stam, hirkomst, miljobetingelser, foder osv.).
— Testbetingelser (inklusive relevanta fysisk-kemiska egenskaper hos testimnet).

— Tabelluppstillning av irritations/fritresponsen hos varje enskilt djur f5r varje observationstillfille (t. ex. efter
1, 24, 48 och 72 timmar).

— Beskrivning av alla allvarliga skador som observerats.

— Redogorelse for graden och arten av irritation eller fritsir som observerats, inklusive det berérda omridet
fér hornhinnan, och reversibilitet.
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— Beskrivning av metod som anvints for att klassificera irritattonen efter 1, 24, 48 och 72 timmar (t. ex. hand-
héllen spaltlampa, biomikroskop, fluorescein).

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

— Tolkning av resultaten.

3.2. UTVARDERING OCH TOLKNING
Se allmin inledning till del B (D).

4. HANVISNINGAR
Se allmin inledning till del B (E).
Tilligg

TABELL: GRADERING AV OGONSKADOR

Hornhinnan (Cornea)

Opacitet: grad av grumlighet (bedomningen baseras pi det grumligaste omrddet)
Ingen sirbildning eller grumling ... 0

Spridda eller diffusa grumliga omriden (annat 4n en litt avmattning av normal glans), regnbigshinnan

Klar 0ch synlig .o.oon e e 1
Omedelbart skénjbart genomskinligt omrade, litt fordunkling av regnbigshinnans detaljer ................. 2
Pirlemorskimrande omride, detaljerna i regnbdgshinnan inte synliga, pupillstorleken knappt skénjbar ..... 3
Grumlig hornhinna, regnbigshinnan inte skonjbar genom grumligheten ... 4
Iris

D13 1 Y 0
Markant djupare rugae, kongestion, svullnad, mittlig hyperemi eller injektion omkring hornhinnan, ett eller

flera av dessa symptom, regnbagshinnan reagerar fortfarande pé ljus (trog reaktion ir positiv) .............. 1
Ingen reaktion pi ljus, blédning, makroskopisk forstorelse (ett eller flera av dessa symptom) ............... 2

Bindhinnan (Conjunctiva)

Rodnad (bedomningen baseras pd den allvarligaste klassificeringen av dgonlockets och égonglobens bindhinna,
jamfort med kontrollogat)

Normala blodkarl ... e 0
Vissa blodkairl tydligt hyperemiska (injicerade) ..ot 1
Diffus, hogrod firg, enskilda kirl inte klart skénjbara ... 2
Diffus blodrdd fArg ....ooviiii 3

Kemos: ogonlock och/eller blinkhinnor

Ingen svullnad ......oiiiiiiii 0
Onormal svullnad (inklusive blinkhinnor) ...... ... 1
Tydlig svullnad med partiell utdtvridning av égonlocken ...............coo 2
Svullnad med halvt slutna 6gonlock ... 3

Svullnad med 6gonlocken mer dn halve slutna ... 4
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1.1.

1.2,

1.3.

B. 6. HUDSENSIBILISERING

METOD

INLEDNING

Kommentarer:

I ett klassificeringssystem for toxicitet som avser folkhilsan ar det betydelsefullt att ha noggranna tester som kan
spara imnen som kan verka hudsensibiliserande hos méinniskan.

Det finns ingen enstaka testmetod som p3 ett limpligt satt kan identifiera samtliga de imnen som kan vara sen-
sibiliserande och som ir relevant for alla imnen.

Sadana faktorer som ett amnes fysikaliska egenskaper, inbegripet dess formiga att penetrera huden, skall beaktas
vid valet av testet.

Tester pd marsvin kan delas in i tvd grupper: Adjuvanstest i vilket man istadkommer ett allergiskt tillstind
genom att l6sa upp eller suspendera testimnet i Freunds Complete Adjuvant (FCA), och test av icke-
adjuvanstyp.

Adjuvanstester ir sannolikt mer precisa vad giller att f5rutsiga imnets eventuella formiga att orsaka hudsensi-
bilisering hos minniskan ian metoder dir inte Freunds Complete Adjuvant anvinds, och de ir dirfor att féredra.

Maximeringstest pi marsvin (Guinea Pig Maximization Test = GPMT) anvinds ofta som adjuvanstest. Trots att
flera andra metoder kan anvindas for att uppticka ett amnes potentiella formiga att orsaka hudsensibilisering
anses maximeringsforsoket pd marsvin vara den bista metoden.

For flera kemiska klasser anses icke-adjuvanstester (av vilka Buehler-testet foredras) mindre kinsliga.

1 vissa fall kan det finnas goda skal att valja Buehler-testet, som innebir lokal applicering i stillet {or intrader-
mala injektion vilket anvinds i GPMT). Anvindning av Buehler-testet miste vara vetenskapligt motiverat.

I denna metod beskrivs GPMT och Buehler-testet. Andra metoder fir anvindas, forutsact att de ir vil doku-
menterade och vetenskapligt motiverade.

QOavsett vilka metoder som anvinds skall sensibiliteten hos den marsvinsstam som anvinds for hudsensibilise-
ringstest kontrolleras med jamna mellanrum (var sjatte ménad) med ett kidnt milt till moderat sensibiliserande
imne, med vilket det skall erhillas ett tillfredsstillande antal positiva reaktioner.

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

DEFINITION

Se allmin inledning till del B (punkt B).

REFERENSAMNEN

Foljande imnen, vid behov utspidda, rekommenderas, liksom varje annat sensibiliserande imne som ir kint
antingen frin litteraturen eller som tillhér den grupp av imne som testas.

— p-fenylendiamine CAS nr 106-50-3
— 2,4-dinitroklorbensen CAS nr 97-00-7
— kaliumdikromat CAS nr 7778-50-9
— neomycinsulfat CAS nr 1405-10-3

— nickelsulfat CAS nr 7786-81-4
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1.4. TESTMETODSPRINCIP

Efter en forsta exponering for ett testimne (induktionsexponering) utsitts djuren cirka tvd veckor efter den sista
induktionsexponeringen fér en provokationsdos av testimnet fér att faststilla om hypersensibilitet har framkal-
lats. Sensibilisering bestims genom undersékning av hudens reaktion pd provokationsexponeringen.

1.5. KVALITETSKRITERIER
Inga.
1.6. METODBESKRIVNING
1.6.1. Maximeringstest pA marsvin (Guinea Pig Maximization Test - GPMT)
1.6.1.1 Forberedelser

Unga friska albinomarsvin férdelas slumpmissigt i behandlings- och kontrollgrupper. Fore testet rakas eller
klipps pilsen bort frin skulderomridet. Forsiktighet skall iakttas for att inte skada huden.

1.6.1.2. Testbetingelser

1.6.1.2.1. Férsoksdjur

Vanligen anvinda laboratoriestammar av albinomarsvin som vager mindre n 500 g anvinds.

1.6.1.2.2. Antal och koén

Han- och/eller hondjur kan anvindas. Om honor anvinds fir de inte ha f6tt ungar och de fir inte vara driktiga.
Minst 10 djur anvinds i behandlingsgruppen och minst 5 i kontrollgruppen. Om firre djur anvinds skall detta
motiveras. Om resultaten inte ir entydiga kan en histopatologiska undersékning vara till hjilp vid ett eventuellt
beslut om att upprepa forsoket med en ny grupp férséksdjur.

Nir det inte ir mojligt att helt klart sluta sig till att testimnet ir eller inte ir sensibiliserande rekommenderas
undersdkning av ytterligare djur s att det totala antalet blir 20 test- och 10 kontrolldjur.

1.6.1.2.3. Dosnivier

Koncentrationen av testimnet anpassas till en nivd som framkallar vissa tecken pi hudirritation hos icke-
sensibiliserade djur, men som djuren har tolererat vil i varje induktionsstadium.

Provokationskoncentrationen skall vara den hogsta nivd som inte framkallar nigra tecken pa hudirritation hos
icke-sensibiliserade djur.

Dessa koncentrationer kan bestimmas i en mindre pilotstudie (t. ex. med tvi eller tre djur).

1.6.1.2.4, Observationsperiod

Under induktionsperioden skall huden observeras fér mdjliga irritationseffekter. Efter provokations-
exponeringen registreras hudreaktionerna 24 och 48 timmar efter det att kompressen avligsnats.

1.6.1.3. Forfarande

Djuren vigs innan testet inleds och nir det har avslutats. Pilsen avligsnas frin skulderomridet. Férfarandet
bestar av tvd stadier:
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1.6.1.3.1 Induktion

Dag 0 — behandlingsgrupp

Foljande intradermala injektioner, vardera p3 0,1 ml, ges parvis i skulderomradet varvid varje injektionspar pla-

ceras pi vardera sidan om mittlinjen.

Injektion 1. 0,1 ml Freunds Complete Adjuvant (FCA) blandat med vatten eller fysiologisk kok-
saltlosning 1:1.

Injektion 2. 0,1 ml testimne, i limpliga fall i vehikel.

Injektion 3. 0,1 ml testimne i FCA.

Till injektion 3 18ses vattenlosliga imnen 1 0,05 ml vatten och 0,05 ml outspitt FCA. Fettlosliga eller olésliga

amnen testas blandas med outspitt FCA.

Testimnets slutkoncentration i injektion 3 skall vara detsamma som i injektion 2.

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

testomridet.

Dag 0 — kontrollgrupp

Foljande intradermala injektioner ges parvis pd samma stillen som ovannimnda.

Injektion 1. 0,1 ml FCA blandat med vatten eller fysiologisk koksaltlésning 1:1.

Injektion 2. 0,1 ml vehikel.

Injektion 3. 0,1 ml vehikel i FCA.

Dag 6 — behandlingsgrupp

Om imnet inte ir hudirriterande framkallas en lokal irritation genom att testomridet penslas med 0,5 ml

10-procentig natriumlaurylsulfat i vaselin, efter klippning eller rakning.

Dag 7 — behandlingsgrupp

Pilsen avligsnas ater frin testomradet. Testimnet i limplig vehikel (valet av vehikel skall motiveras; fasta imnen

pulvriseras och blandas i limplig vehikel; vitskor kan eventuellt anvindas direkt) fordelas dver ett filtrerpapper

som placeras pé testomrddet. Filtrerpapperet hills pd plats och i kontakt med huden med limpligt ocklusivfor-

band i 48 timmar.

Dag 7 — kontrollgrupp

Pilsen avligsnas 3ter frin testomridet. Enbart vehikeln appliceras pi samma sitt pi testomradet och hills i kon-

takt med huden med limpligt ocklusiviérband i 48 timmar.

1.6.1.3.2. Provokation

Dag 21

Pilsen avlagsnas frin flanken pd djuren i behandlings- och kontrollgruppen. P4 forsoksdjurens ena flank
anbringas en kompress eller kammare innehillande testimnet och pi den andra flanken anbringas en kompress
eller kammare med enbart vehikeln.

Kompressen hélls 1 kontakt med huden genom limpliga ocklusiviérband 1 24 timmar.

Kontrollgruppen exponeras pi samma sitt.
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Dag 23 och 24

— 21 timmar efter det att kompressen avligsnats reng6rs det provocerade omradet och vid behov avligsnas pil-
sen.

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

— 24 timmar efter foregiende observation gors en andra observation (72 timmar) och som ocksa registreras.

For att klargéra resultaten frin den forsta provokationen kan en andra provokation, vid behov med en ny kon-
trollgrupp med vehikelexponering, évervigas ungefir en vecka efter den forsta exponeringen.
1.6.1.3.3. Observation och gradering

Alla hudreaktioner och ovanliga resultat efter induktions- och provokationsférfaranden skall antecknas och rap-
porteras.

Histopatologisk undersokning, mitning av hudveckstjockleken och liknande tekniker kan anvindas for att klar-
gora tvetydiga reaktioner och reaktioner som delvis déljs av testimnets firgning av huden.

16.2 Buechlertest

1.6.2.1 Forberedelser
Unga friska albinomarsvin fordelas slumpmissigt i behandlings- och kontrollgrupper. Fére testet rakas eller

klipps pilsen bort frin skulderomradet. Forsiktighet skall iakttas for att inte skada huden.

1.6.2.2. Testbetingelser

1.6.2.2.1. Forsoksdjur

Vanligen anvanda laboratoriestammar av albinomarsvin som viger mindre dn 500 g anvinds.

1.6.2.2.2. Antal och koén

Han- och/eller hondjur kan anvindas. Om honor anvinds fir de inte ha fétt ungar och de far inte vara driktiga.
Forsoksgruppen skall bestd av minst 20 djur och kontrollgruppen av minst 10 djur. Om firre djur anvinds skall
detta motiveras. Om resultaten ir tvetydiga kan en histopatologisk undersokning vara till hjilp vid ett eventuellt
beslut om att upprepa forsdket med en ny grupp forsksdjur.

1.6.2.2.3. Dosnivier
For varje induktionsfas viljs en si hog koncentrationen av testimnet att det for irriterande imnen framkallas
mild till moderat hudirritation hos merparten av forsoksdjuren, dock p sa sitt att det inte ir nigon systematisk
toxisk verkan. Provokationskoncentrationen skall vara den hégsta nivd som inte framkallar nigra tecken pi
hudirritation hos icke-sensibiliserade djur. Dessa koncentrationer kan bestimmas 1 en mindre pilotstudie (t. ex.
med tva eller tre djur).

1.6.2.24. Observationsperiod
Under induktionsperioden skall huden observeras fér mdjliga irritationseffekter. Efter provokations-
exponeringen registreras hudreaktionerna 24 och 48 timmar efter det att kompressen avligsnat,. dvs. 30 och 54
timmar efter inledningen av appliceringen.

1.6.2.3. Forfarande

Djuren vigs innan testet inleds och nir det har avslutats.

Foérfarandet bestar av tvd stadier:
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1.6.2.3.1

1.6.2.3.2

1.6.2.3.3.

3.1.

Induktion
Dag 0 — behandlingsgrupp

Djuren klipps eller rakas pa den ena flanken. 0,5 ml av testimnet i limplig vehikel (valet av vehikel skall moti-
veras; vitskor kan eventuellt anvindas direkt) férdelas 6ver en gasbinda. Gasbindan placeras pa testomridet och
halls 1 kontakt med huden med en ocklusiv kompress eller kammare och lampligt forband i 6 timmar.

Dag 0 — kontrollgrupp

Pilsen avligsnas frin en flank. Enbart vehikeln appliceras pd samma sitt pa testomridet. Det hills i kontakt med
huden med en ocklusivt kompress eller kammare och limpligt férband 1 6 timmar.

Dag 7 och 14

Samma applicering som pi dag 0 utférs pd samma testomrdde (vid behov efter avligsnande av pils) pi samma
flank dag 7 och dag 14.

Provokation
Dag 28

Djuren i bide i behandlings- och kontrollgruppen klipps eller rakas pa den andra flanken. Lingst bak pi flanken
placeras en ocklusiv kompress eller kammare med 0,5 ml av testimnet i den hogsta méjliga koncentration som
inte framkallar irritation. Dessutom placeras en ocklusiv kompress eller kammare med enbart vehikeln lingst
fram pa den andra flanken.

De ocklusiva kompresserna hills 1 kontakt med huden genom limpliga forband i 6 timmar.

Kontrollgruppen exponeras pi samma sitt.

Dag 29 och 30
— 21 timmar efter borttagande av kompressen rengors provokationsomréidet och rensas frin hir vid behov.

— Tre timmar darefter (30 timmar frin provokationsexponeringens borjan) observeras och registreras hudens
reaktion.

— 24 timmar efter denna observation gors en andra observation (54 timmar) som ocksi registreras.

Observation och gradering

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

Histopatologisk undersokning, mitning av hudveckstjockleken och liknande tekniker kan anvindas fér att klar-
gora tvetydiga reaktioner och reaktioner som delvis doljs av testimnets firgning av huden.

DATA (GPMT och Buehler test)

Data skall stillas upp 1 tabellform och f6r varje djur anges hudreaktionerna fér varje observationstillfille.

RAPPORTERING (GPMT och Buehler test)

TESTRAPPORT (GPMT och Buehler test)

Testrapporten skall om mojligt innehilla f6ljande uppgifter:
— Anvind marsvinsstam.

— Testbetingelser samt vehikel och testimneskoncentrationer f6r induktion och provokation.
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3.2,

1.1.

1.2

1.3.

14.

1.5.

1.6.

— Dijurens antal, lder och kon.

— Varje djurs vikt vid testets borjan och slut.

— Varje enskild observation av varje djur, inklusive klzssificeringssystem om sddant anvints.
— Diskussion om resultaten.

— Tolkning av resultaten.

UTVARDERING OCH TOLKNING (GPMT och Buehler test)

Se allmin inledning till del B (D).

HANVISNINGAR

Se allmin inledning till del B (E).

B. 7. TOXICITET VID UPPREPAD DOSERING (28 DAGAR, ORALT)

METOD

INLEDNING

Se allmin inledning till del B (A).

DEFINITIONER

Se allmin inledning till del B (B).

REFERENSAMNEN

Inga.

TESTMETODSPRINCIP
Testimnet tillférs oralt dagligen i graderade doser till flera grupper av forsoksdjur, varvid varje grupp ges en

bestimd dos i 28 dagar. Under doseringsperioden observeras djuren dagligen for tecken p toxicitet. Djur som
dor under testet obduceras, och vid testets slut avlivas och obduceras de &verlevande djuren.

KVALITETSKRITERIER

Inga.

METODBESKRIVNING

Férberedelser

I minst fem dagar fore testet skall djuren hillas under testbetingelserna vad betriffar miljé och utfodring. Fore
testet fordelas friska konsmogna djur slumpmissigt i behandlingsgrupper. Testimnena kan tillféras via fodret,
med magsond, i kapslar eller i dricksvattnet. Administrationssittet skall vara detsamma for alla djur under hela
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behandlingsperioden. Om vehikel eller annan tillsats anvinds for att underldtta doseringen skall det vara fast-
stille att den inte framkallar nigra toxiska effekter. I limpliga fall kan tidigare insamlade data anvindas.

1.6.2. Testbetingelser

1.6.2.1. Forsoksdjur

Om det inte finns kontraindikationer ar rittan forstahandsvalet. De vanligen nyttjade laboratoriestammarna med
unga friska djur skall anvindas. Helst skall doseringen pabérjas innan réttorna ar sex veckor gamla, men under
alla omstindigheter innan de ar dtta veckor gamla.

Vid testets borjan fir vikten hos de aktuella djuren inte avvika mer in + 20 % frin en rimlig genomsnittsvikt.
} ) g 8

1.6.2.2. Antal och kion

Minst 10 gnagare (fem honor och fem hanar) anvinds pa varje dosnivd. Honorna fir inte ha f5tt ungar och far
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 slutférs. Dessutom kan en satellitgrupp bestaende av 10 djur
(fem av vardera konet) tillféras den hogsta dosen 1 28 dagar och darefter observeras i 14 dagar efter testet for
reversibilitet, persistens eller fordréjt upptridande av toxiska effekter. Aven en satellitgrupp bestiende av 10
kontrolldjur (fem av vardera konet) skall anvindas.

1.6.2.3. Dosnivder

Till testet skall anvindas minst tre dosnivier samt en kontrollgrupp. Djuren i kontrollgruppen skall behandlas pi
samma sitt som djuren i behandlingsgruppen, bortsett frin att de inte skall tillféras testimnet. Om vehikel
anvinds for att underlitta dosering skall kontrollgruppen tillféras vehikeln pa samma sitt som behandlingsgrup-
perna. Vidare skall vehikeln tillféras kontrollgruppen i samma mingd som till de forsoksdjur i gruppen som ges
den hogsta dosnivan. Den hogsta dosnivin skall ge toxiska effekter men inga, eller f3, dédsfall. Den ligsta dosni-
van skall inte ge ndgra tecken pi toxicitet. Om det finns en anvindbar uppskattning av minniskans exponering
for amnet skall den ligsta nivin vara hogre in denna. Helst skall medeldosen ge minsta méjliga observerbara
toxiska effekter. Om fler in en medeldos anvinds skall dosnivierna viljas pé ett sidant sitt att en gradering av de
toxiska effekterna erhlls. I grupperna som utsitts for lig- och medeldoser och 1 kontrollgruppen skall antalet
dédsfall hillas pa en lag nivd f6r att utvirderingen av resultaten skall vara meningsfylld.

Om testimnet tillfors via fodret kan man anvinda antingen en konstant koncentration (ppm eller mg/kg i fodret)
eller en konstant dosnivi i férhallande till djurens kroppsvikt. Det anvinda alternativet skall anges. For ett imne
som tillférs med magsond skall dosen ges vid samma tid varje dag och dosnivierna skall justeras med jimna mel-
lanrum (en eller tvd ginger i veckan) s3 att dosnivén halls konstant i férhéllande till djurens kroppsvikt.

1.6.2.4. Grianstest

Om det vid ett 28 dagar lingt test enligt nedan beskriven metod faststills att en dosnivd pa 1000 mg/kg
kroppsvikt/dag, eller en hogre dosnivd om detta motiveras av kunskaper om den exponering som minniskan
eventuellt utsitts for, inte ger ndgra tecken pd toxiska effekter, kan ytterligare test anses vara overflédiga. Om
imnen med lig toxicitet tillfors via fodret dr det viktigt att sikerstilla att mingderna av och egenskaperna hos
det aktuella testimnet inte piverkar de normala niringsmassiga kraven.

1.6.2.5. Observationstid

Alla djuren skall observeras dagligen och tecken pa toxicitet skall registreras tillsammans med tidpunkten di de
upptridde samt graden och varaktigheten av toxiciteten. Tidpunkten fér dédsfall och tidpunkten di tecken pd
toxicitet upptrader och forsvinner skall registreras.
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1.6.3. Forfarande

Den ideala doseringen bestir i att testimnet tillférs dagligen, sju dagar 1 veckan under 28 dagar. Djur i en even-
tuell satellitgrupp som planerats f6r uppféljning skall observeras i ytterligare 14 dagar utan nigon behandling si
att det kan faststillas om de toxiska effekterna forsvinner eller om de haller i sig.

Observation av djuren skall omfatta hud- och pilstorandringar, 6gon och slemhinnor och iven respirations- och
cirkulationssystem, autonoma och centrala nervsystemet samt kroppsmotorik och beteendeménster. Foderfor-
brukningen (och vattenkonsumtionen om testimnet tillfors via dricksvattnet) skall mitas varje vecka och djuren
skall vigas en ging i veckan.

Det ir nddvindigt att observera djuren regelbundet fér att sikerstilla att s fi djur som méjligt faller bort frin
studien till f6}jd av kannibalism, autolys av viavnader eller forvixling. 1 slutet av testet avlivas och obduceras alla
Sverlevande djur utom djuren i satellitgruppen. Déende djur och djur som visar tecken pd svir smirta eller
lidande skall avligsnas och obduceras s snart som de uppticks.

I slutet av testet skall alla djur inklusive kontrollgruppen genomga féljande undersékning:

1. Hematologi omfattande minst hematokrit, hemoglobinkoncentration, erytrocytrikning, total och differential
rakning av leukocyter samt mitning av koaguleringsférmégan.

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 urinkvive, dggviteim-
nen, blod-kreatinin, totalt bilirubin och totalt serumprotein.

Andra bestimningar som kan vara nodvindiga for en adekvat toxikologisk utvirdering ir kalcium, fosfor, klorid,
natrium, kalium, glukos efter fasta, lipidanalys, hormoner, syra/basbalansen, methemoglobin och kolinesterasak-
tivitet.

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

1.6.3.1. Makroskopisk undersokning

Alla forsoksdjur skall genomgé en fullstindig makroskopisk undersokning. Lever, njurar, binjurar och testiklar
skall vigas vita s3 snart som mojligt efter dissektion for att undvika uttorkning. Organ och vivnader (lever, nju-
rar, binjurar och hjirta samt andra organ som féreter allvarliga skador eller storleksférindringar) skall forvaras i
lampligt medium for eventuell senare histopatologisk undersokning.

1.6.3.2. Histopatologisk undersokning

Histologisk undersékning skall goras av bevarade organ och vavnader frin hégdosgruppen och kontrollgruppen.
Organ och vivnader, himtade frin gruppen som fitt den hogsta dosnivén, som uppvisar defekter som kan till-
skrivas testimnet, skall undersokas i alla grupper som fitt ligre dos. Djur i en eventuell satellitgrupp skall
genomgi histologisk undersokning, sirskilt de organ och vivnader som har utvisat effekter i de 6vriga behand-
lingsgrupperna.

2. DATA

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

Alla observerade resultat skall utvirderas med limplig statistisk metod. Alla vedertagna statistiska metoder kan
anvindas.
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3. RAPPORTERING

3.1. TESTRAPPORT
Testrapporten skall om méjligt innehélla fo}jande uppgifter:
— Dijurart, stam, hirkomst, miljobetingelser, foder osv.
— Testbetingelser.
— Dosnivier (med angivande av vehikel, om sidan anvinds, och koncentrationer.
— Uppgifter om toxisk reaktion uppdelade efter kon och dos.
— Icke toxisk dos, om sidan har faststillts.
— Tidpunkten f6r dédsfall 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 underskningar 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, UTVARDERING OCH TOLKNING
Se allmin inledning till del B (D).

4. HANVISNINGAR
Se allmin inledning till del B (E).
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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. 8. TOXICITET VID UPPREPAD DOSERING (28 DAGAR, INANDNING)

METOD

INLEDNING

Det ir fordelaktigt att ha férhandsupplysningar om imnets partikelstorleksfordelning, dngtryck, smaltpunkt,
kokpunkt, flampunkt och eventuellt explosiva egenskaper.

Se ocksa allmin inledning till del B (A).

DEFINITION

Se allmin inledning till del B (B).

REFERENSAMNEN

Inga.

TESTMETODSPRINCIP

Flera grupper av forsoksdjur exponeras dagligen i 28 dagar for testimnet i graderade koncentrationer, en
bestimd koncentration per grupp. Om vehikel anvinds for att underlitta framtagning av limplig koncentration
av testamnet i luften, skall en kontrollgrupp som utsitts f6r vehikeln anvindas. Under administrationsperioden
observeras djuren dagligen fér tecken pa toxicitet. Djur som dér under testet skall obduceras och i slutet av tes-
tet avlivas och obduceras 6verlevande djur.

KVALITETSKRITERIER

Inga.

METODBESKRIVNING

Forberedelser

I minst fem dagar fore testet skall djuren hillas under testbetingelser med hinsyn till miljé och utfodring. Fére
testet fordelas friska konsmogna djur slumpmissigt i erforderligt antal grupper. Vid behov skall en limplig vehi-
kel tillsittas till testimnet for att underlitta framtagning av limplig koncentration av imnet i luften. Om vehikel
eller annan tillsats anvinds for att underlitta dosering skall det vara faststillt att den inte framkallar nigra toxiska
effekter. I limpliga fall kan tidigare insamlade data anvindas.

Testbetingelser

Forsoksdjur

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

Vid testets borjan fir vikten hos de aktuella djuren inte avvika mer in +20 % frén en rimlig genomsnittsvikt.
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1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.2.5.

1.6.2.6.

1.6.3.

Antal och kin

Minst 10 djur (fem honor och fem hanar) skall ingd i varje grupp. Honorna fir inte ha f5tt ungar och fir 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 bestiende av 10 djur (fem
av vardera konet) tillféras den hégsta koncentrationen i 28 dagar och direfter observeras i 14 dagar efter testet
for reversibilitet, persistens eller fordrojt upptridande av toxiska effekter. Aven en satellitgrupp bestiende av 10
kontrolldjur (fem av vardera kénet) skall anvindas.

Exponeringskoncentration

Till testet anvinds minst tre koncentrationsnivier och en kontrollgrupp eller en kontrollgrupp som tillf6rs vehi-
keln (i en koncentration som svarar mot den hogsta koncentrationen av vehikeln). Djuren i kontrollgruppen
skall behandlas pd samma sitt som djuren i behandlingsgruppen, bortsett frin att de inte skall tillforas testimnet.
Den hégsta koncentrationsnivén skall ge toxiska effekter men inga, eller {3, dddsfall. Den ligsta koncentrations-
nivan skall inte ge nigra tecken pé toxicitet. Om det finns en anvindbar uppskattning av minniskans exponering
for amnet skall den ldgsta nivan vara hogre dn denna. Helst skall medelkoncentrationen ge minsta mojliga obser-
verbara toxiska effekter. Om fler 4n en medelkoncentration anvands skall koncentrationsnivierna viljas pi ett
sadant site att en gradering av de toxiska effekterna erhills. I grupperna som utsitts for lig- och medelkoncen-
trationer och i kontrollgruppen skall antalet dodsfall hillas pa en lig niva for att utvirderingen av resultaten skall
vara meningsfylld.

Exponeringstid

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

Utrustning

Djuren skall testas i inhalationsapparatur som ir s utformad att den uppritthiller en dynamisk luftcirkulation
med minst 12 luftvixlingar per timme for att sikerstilla en tillricklig syrehalt och en jimt férdelad exponerings-
luft. Om exponeringskammare anvinds skall den vara si utformad att tringseln bland forsoksdjuren minimeras
och exponeringen for testimnet genom inandning maximeras. Som en allmin regel for att sikerstilla en stabil
atmosfar 1 kammaren, skall forsoksdjurens totala “volym” inte Gverstiga 5 % av exponeringskammarens volym.
Exponeringen kan goras genom kammare for mun-nisa, enbart huvudet eller hela forsoksdjurets kropp; genom
anvindning av de tvd forsta metoderna kan man minska mojligheten att testimnet upptas via andra vigar.

Observationstid

Under hela testet och iterhimtningsperioden skall forsoksdjuren observeras dagligen fér tecken pd toxicitet.
Tidpunkten for dodsfall och tidpunkten dé tecken pa toxicitet upptrider och f6rsvinner skall registreras.

Forfarande

Djuren exponeras for testimnet dagligen, fem 3 sju dagar i veckan i 28 dagar. Djur i en eventuell satellicgrupp
som planerats for uppféljning skall observeras i ytterligare 14 dagar utan nigon behandling si att det kan fast-
stillas 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 hillas mellan 30 och 70 %, men i vissa fall (t. ex. test
av aerosoler) kan detta vara praktskt ogenomférbart. Ett svagt undertryck 1 kammaren (s 5 mm vatten) forhin-
drar att testimnet licker ut i det omgivande rummet. Foder och vatten skall undanhillas djuren under expone-
ringen.

Till testet anvinds ett dynamiskt inhalationssystem med limpligt analytisk kontrollsystem for att sikerstilla
exponeringskoncentrationen. Ett provtest rekommenderas f6r att faststilla limpliga exponeringskoncentrationer.
Luftcirkulationen skall justeras for att sikerstilla homogena betingelser i hela exponeringskammaren. Systemet
skall vara av en sidan beskaffenhet att stabila exponeringsbetingelser uppnis s snart som méjligt.
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Mitning eller kontroll skall goras av:
a) Lufthastigheten (fortlopande).

b) Den faktiska koncentrationen av testimnet mitt i respirationszonen. Under den dagliga exponeringsperio-
den skall koncentrationen inte avvika mer dn + 15 % frin den genomsnittliga koncentrationen. En sidan
kontrollnivd kan emellertid var oméjlig att uppnd vid test med vissa aerosoler, och i sidana fall kan stérre
avvikelser accepteras. Under hela testet skall de dagliga koncentrationerna hillas sd konstanta som méjligt.
For aerosoler analyseras partikelstorleken minst en ging 1 veckan per férsoksgrupp.

¢) Temperatur och luftfuktighet, helst fortlépande.

Under och efter exponering gérs systematiska observationer som registreras for varje enskilt djur. Alla djur skall
observeras dagligen och tecken pi toxicitet registreras tillsammans med tidpunkten dé de upptridde samt graden
och varaktigheten av toxiciteten. Observationer skall omfatta hud- och palsférindringar, 6gon och slemhinnor
och iven respirations- och cirkulationssystem, autonoma och centrala nervsystemet samt kroppsmotorik och
beteendemonster. Djurens skall vigas varje vecka och vidare rekommenderas att foderforbrukningen mits per
vecka. Det ir nddvindigt att observera djuren regelbundet for att sikerstalla att s3 fa djur som méjligt faller bort
frin studien till f6ljd av kannibalism, autolys av vivnader eller forvixling. I slutet av testet avlivas och obduceras
alla Gverlevande djur utom djuren i satellitgruppen. DSende djur och djur som visar symptom p3 stark smirta
eller lidande avligsnas si snart de iakttas och avlivas sedan pa humant sitt samt obduceras.

I slutet av testet skall alla djur inklusive kontrollgruppen genomgi féljande undersékning:

i) Hematologi omfattande minst hematokrit, hemoglobinkoncentration, erytrocytrikning, total och differential
rikning av leukocyter samt mitning av koaguleringsformigan.

i) 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 urinkvive, iggviteim-
nen, blod-kreatinin, totalt bilirubin och totalt serumprotein.

Andra bestimningar som kan vara nédvindiga f6r en adekvat toxikologisk utvirdering ar kalcium, fosfor, klorid,
natrium, kalium, glukos efter fasta, lipidanalys, hormoner, syra/basbalansen, methemoglobin och kolinesterasak-
tivitet.

Ytterligare kliniska biokemiska analyser kan vid behov utféras f6r att vidare utreda de observerade effekterna.

1.6.3.1. Makroskopisk undersokning

Alla forséksdjur skall genomga en fullstindig makroskopisk undersokning. Atminstone lever, njurar, binjurar,
lungor och testiklar skall vigas vita sd snart som mojligt efter dissektion for att undvika uttorkning. Organ och
vivnader (andningsvigarna, lever, njure, mjilte, testiklar, binjurar, hjirta och andra organ som féreter allvarliga
skador eller storleksforindringar) skall forvaras i limpligt medium f6r eventuell senare histopatologisk under-
sokning. Nis-svalgrummet och lungor skall tas ut hela och oskadade, vigas och behandlas med limpligt fixativ
for att sikerstilla att lungstrukturen bibehalls.

1.6.3.2. Histopatologisk undersokning

Histologisk undersokning skall goras av bevarade organ och vivnader frin hégkoncentrationsgruppen och
kontrollgruppen/grupperna. Organ och vavnader, himtade frin gruppen som fatt den hogsta koncentrationen,
som uppvisar defekter som kan tillskrivas testimnet, skall undersékas i alla grupper som fétt lagre dos. Djur i en
eventuell satellitgrupp skall genomg3 histologisk undersékning, sirskilt de organ och vivnader som har utvisat
effekter 1 de Gvriga behandlingsgrupperna.

2. DATA

Data skall stillas upp i tabellform och f6r varje behandlingsgrupp anges antal djur i borjan av testet och antal
djur som foreter varje typ av skada.
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3.1,

3.2,

Alla observerade resultat skall utvarderas med limplig statistisk metod. Alla vedertagna statistiska metoder kan
anvindas.

RAPPORTERING

TESTRAPPORT
Testrapporten skall om méjligt innehilla foljande uppgifter:
— Dijurart, stam, hirkomst, miljbetingelser, foder osv.

— Testbetingelser:

Beskrivning av exponeringsapparaturen, inklusive utformning, typ, maitt, luftkilla, system for att generera
partiklar och aerosoler, metod f6r konditionering av luften, behandling av utpumpad luft och metoden att
hilla djuren i en exponeringskammare, om sidan anvinds. Utrustningen for att mita temperatur, luftfuktig-
het och i férekommande fall aerosolkoncentrationers eller partikelstorlekars stabilitet, skall beskrivas.
Exponeringsdata:

Dessa skall stallas upp i tabellform med angivande av medelvirden och ett spridningsmitt (t. ex. standard-
avvikelse) och skall om méjligt omfatta:

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

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

d) typ av vehikel, om sidan anvints,
e) faktiska koncentrationer i testets andningszon,

f) massmedianen av den aerodynamiska diametern (MMAD) och den geometriska standardavvikelsen
(GSD).

Uppgifter om toxisk reaktion uppdelade efter kon och koncentration.
Tidpunkten for dodsfall under testet eller overlevnad till slutet av testet.
Beskrivning av toxiska och andra effekter.

Tidpunkten for observation av varje abnormt tecken och dess senare utveckling.
Uppgifter om foder och kroppsvikt.

Gjorda hematologiska undersokningar och alla resultat.

Gjorda kliniska biokemiska analyser och alla resultat.

Obduktionsfynd.

Detaljerad beskrivning av alla histopatologiska fynd.

Statistisk behandling av resultaten nar detta ir mgjligt.

Diskussion om resultaten.

Tolkning av resultaten.

UTVARDERING OCH TOLKNING
Se allmin inledning till del B (D).

HANVISNINGAR
Se allmin inledning till del B (E).
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B. 9. TOXICITET VID UPPREPAD DOSERING (28 DAGAR, DERMALT)

1. METOD

1.1, INLEDNING

Se allmin inledning till del B (A).

1.2 DEFINITIONER

Se allmin inledning till del B (B).

1.3. REFERENSAMNEN
Inga.
1.4. TESTMETODSPRINCIP

Testimnet appliceras dagligen i graderade doser pa huden till flera grupper av f6rsoksdjur, 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 Sverlevande djuren.

1.5. KVALITETSKRITERIER
Inga.

1.6. METODBESKRIVNING

1.6.1. Forberedelser

I minst fem dagar fore testet skall djuren hillas under testbetingelser med hinsyn till milj6 och utfodring. Fére
testet fordelas friska unga djur slumpmissigt i behandlings- och kontrollgrupper. Omedelbart innan testet inleds
skall pils klippas bort frin forsoksdjurens rygg. Om pilsen rakas bort skall detta goras ungefar 24 timmar fére
testet. Klippning eller rakning behover vanligtvis upprepas ungefir en ging i veckan. Nir pilsen klipps eller
rakas bort skall forsiktighet iakttas sd att huden inte skadas. Minst 10 % av kroppsytan skall goras klar f6r app-
licering av testimnet. Vid faststillande av vilket och hur stort omride som skall forberedas skall hinsyn tas till
djurets kroppsvikt. Vid test av fasta dmnen, som fir pulvriseras om det ir lampligt, skall testimnet fuktas till-
rickligt med vatten eller, vid behov med limplig vehikel, for att sikerstilla god kontakt med huden. Flytande
testimnen anvinds vanligen outspidda. Testimnet appliceras dagligen fem till sju dagar i veckan.

1.6.2. Testbetingelser

1.6.2.1. Forsoksdjur

Kénsmogna rittor, kaniner eller marsvin fir anvindas. Andra arter kan anvindas men i s3 fall skall detta moti-
veras.

Vid testets borjan fir vikten hos de aktuella djuren inte avvika mer an + 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 kon

Minst 10 djur (fem honor och fem hanar) med frisk hud skall anvindas pa varje dosniva. Honorna fir inte ha
fétt ungar och fir 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
bestiende av 10 djur (fem av vardera konet) tillf6ras den hdgsta dosnivan i 28 dagar och direfter observeras 1 14
dagar efter testet for reversibilitet, persistens eller férdréjt upptridande av toxiska effekter. Aven en satellitgrupp
bestiende av 10 kontrolldjur (fem av vardera kénet) skall anvindas.

Dosnivder

Till testet skall anvindas minst tre dosnivier samt en kontrollgrupp eller en vehikelkontroll, om vehikel anvinds.
Testimnet skall appliceras vid samma tid varje dag och dosniverna skall justeras med jimna mellanrum (varje
eller varannan vecka) si att dosnivan hélls konstant i férhillande till djurens kroppsvikt. Djuren i kontrollgrup-
pen skall behandlas pd samma sitt som djuren i behandlingsgruppen, bortsett frin att de inte skall tillforas
testimnet. Om vehikel anvinds for att underlitta dosering skall kontrollgruppen tillféras vehikeln pi samma sitt
som behandlingsgrupperna. Vidare skall vehikeln tillféras kontrollgruppen i samma mingd som till de forsoks-
djur i gruppen som ges den hdgsta dosnivin. Den hogsta dosnivin skall ge toxiska effekter men inga eller fi
dodsfall. Den ligsta dosnivén skall inte ge nigra tecken pé toxicitet. Om det finns en anvindbar uppskattning av
minniskans exponering f6r dmnet skall den lagsta nivin vara hégre in denna. Helst skall medeldosen ge minsta
mojliga observerbara toxiska effekter. Om fler dn en medeldos anvinds skall dosnivierna viljas pa ett sidant sitt
att en gradering av de toxiska effekterna erhélls. I grupperna som utsitts {6r lig- och medeldoser och i kontroll-
gruppen skall antalet dodsfall héllas pi en lig niva for att utvirderingen av resultaten skall vara meningsfylld.

Om appliceringen av testimnet ger allvarlig hudirritation skall koncentrationerna sinkas, vilket kan medféra att
andra toxiska effekter minskar eller uteblir pd hogsta dosnivin. Om huden har skadats allvarligt kan det bli néd-
vindigt att avsluta det pigdende testet och pdborja en ny med ligre koncentrationer.

Grénstest

Om det vid ett forberedande test faststills att en dosnivd pa 1 000 mg/kg, eller en hogre dosnivd om detta moti-
veras av kunskap om minniskans méjliga exponering, inte ger nigra toxiska effekter kan ytterligare test anses
vara overflodiga.

Observationsperiod

Forsoksdjuren skall observeras dagligen f6r tecken pé toxicitet. Tidpunkten fér dodsfall och tidpunkten di
tecken pa toxicitet upptrader skall registreras.

Forfarande

Djuren skall hallas i var sin bur. Den ideala doseringen ir att djuren utsitts for testimnet sju dagar i veckan i 28
dagar. Djur i en eventuell satellitgrupp som planerats for uppf6ljning skall observeras i ytterligare 14 dagar utan
tillférsel av testimnet sd att det kan faststillas om de toxiska effekterna forsvinner eller om de haller i sig. Expo-
neringstiden skall vara minst sex timmar per dag.

Testimnet skall appliceras jamnt &ver ett omride som motsvarar ungefir 10 % av den totala kroppsytan. Med
starkt toxiska dmnen kan testomridet vara mindre men si stor del av omridet som mojligt skall tickas med ett
si tunt och jimnt frdelat lager som méjligt.

Under exponeringen skall testamnet héllas i kontakt med huden med en por6s kompress och icke hudirriterande
tejp. Testomradet skall vidare tickas pa limpligt sitt s att gaskompressen och testimnet hills p plats och dju-
ren inte kan inta testimnet. For att forhindra intag av testimnet kan rérelsehindrande anordningar anvindas men
total immobilisering rekommenderas inte. Alternativt kan en “skyddskrage” anvindas.
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I slutet av exponeringsperioden skall kvarvarande testimne avligsnas, om sa ir limpligt med anvindning av vat-
ten eller ndgon annan passande metod att rengdra huden.

Alla djuren skall observeras dagligen och tecken pa toxicitet skall registreras tillsammans med tidpunkten d3 de
upptridde samt graden och varaktigheten av toxiciteten. Observationer skall omfatta hud- och pilsférindringar,
6gon och slemhinnor och iven respirations- och cirkulationssystem, autonoma och centrala nervsystemet samt
kroppsmotorik och beteendemonster. Djurens skall vigas varje vecka och vidare rekommenderas att foderfér-
brukningen mits per vecka. Det ir nodvindigt att observera djuren regelbundet fér att sikerstilla att si 3 djur
som mojligt faller bort frin studien till f6ljd av kannibalism, autolys av vivnader eller forvixling. I slutet av tes-
tet avlivas och obduceras alla 6verlevande djur utom djuren i satellitgruppen. Djur som dér under testet obdu-
ceras, och i slutet av testet avlivas och obduceras de 6verlevande djuren.

I slutet av testet skall alla djur inklusive kontrollgruppen genomg3 f6ljande undersékning:

1. Hematologi omfattande minst hematokrit, hemoglobinkoncentration, erytrocytrikning, total och differential
rikning av leukocyter samt mitning av koaguleringsférmagan.

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 urinikvive, dggviteim-
nen, blod-kreatinin, totalt bilirubin och totalt serumprotein.

Andra bestimningar som kan vara nddvindiga f6r en adekvat toxikologisk utvirdering ir kalcium, fosfor, klorid,
natrium, kalium, glukos efter fasta, lipidanalys, hormoner, syra/basbalansen, metahemoglobin och kolineste-
rasaktivitet.

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

1.6.4. Makroskopisk undersékning

Alla forséksdjur skall genomgi en fullstindig makroskopisk undersokning. Lever, njurar, binjurar och testiklar
skall vigas vita si snart som mojligt efter dissektion for att undvika uttorkning. Organ och vivnader, dvs. obe-
handlad och behandlad hud, lever, njure, mjilte, testiklar, binjurar, hjirta och malorgan (de organ som foreter
allvarliga skador eller storleksférindringar) skall férvaras i limpligt medium for eventuell senare histopatologisk
undersokning.

1.6.5. Histopatologisk undersékning

Histologisk undersékning skall goras av bevarade organ och vivnader frin hdgdosgruppen och kontrollgruppen.
Organ och vivnader, himtade frin gruppen som fatt den hogsta dosnivan, som uppvisar defekter som kan till-
skrivas testamnet, skall undersokas i alla grupper som fétt ligre dos. Djur i satellitgruppen skall genomgi his-
tologisk undersékning, sirskilt de organ och vivnader som har utvisat effekter i de 6vriga behandlingsgrupperna.

2. DATA

Data skall stillas upp i tabellform och fér varje behandlingsgrupp anges antal djur 1 bérjan av testet och antal
djur som foreter varje typ av skada.

Alla observerade resultat skall utvirderas med limplig statistisk metod. Alla vedertagna statistiska metoder kan
anvindas.
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3.1.

3.2,

RAPPORTERING

TESTRAPPORT

Testrapporten skall om mojligt innehilla foljande uppgifter:

Data om djuren (art, stam, hirkomst, miljébetingelser, foder osv).
Testbetingelser (inklusive slag av bandage: med eller utan ocklusion).
Dosnivéer (inklusive vehikel, om sidan anvints) och koncentrationer.
Uppgifter om toxisk reaktion uppdelade efter kon och dos.

Icke toxisk dos, om sddan har faststillts.

Tidpunkten f6r dédsfall under testet eller Gverlevnad till slutet av testet.

Toxiska och andra effekter.

Tidpunkten fér observation av varje abnormt tecken och dess senare utveckling.

Uppgifter om foder och kroppsvikt.

Hematologiska undersdkningar 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.

UTVARDERING OCH TOLKNING
Se allmin inledning till del B (D).

HANVISNINGAR
Se allmin inledning till del B (E).
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B. 10. MUTAGENICITET (CYTOGENETISKT TEST PA DAGGD]JUR IN VITRO)

1. METOD

1.1. INLEDNING

Se allmin inledning till del B (A).

1.2. DEFINITION

Se allmin inledning till del B (B).

1.3. REFERENSAMNEN
Inga.
14. TESTMETODSPRINCIP

Det cytogenetiska testet i vitro ir ett korttids mutagenicitetstest f6r upptickt av strukturella kromosomférind-
ringar i odlade diggdjursceller. Kulturer frin etablerade cellstammar kan anvindas sivil som primira cellkultu-
rer. Cellkulturerna exponeras for testimnet med och utan ett limpligt metaboliskt aktiveringssystem och
behandlas direfter med spindelfiberinhibitorer, t. ex. kolchicin, for att celler skall ackumuleras i ett metafaslik-
nande mitosstadium (c-metafas). Cellerna skdrdas vid limpliga tidpunkter och prepareras f6r kromosomanalys.
Preparaten firgas och celler i metafasen analyseras for kromosomforandringar.

1.5. KVALITETSKRITERIER
Inga.

1.6. METODBESKRIVNING

1.6.1. Forberedelser

1.6.1.1. Celler

Etablerade cellstammar eller primira cellkulturer anvinds, t. ex. celler frin kinesisk hamster och lymfocyter fran
minniska. Testimnen tillsitts i ett odlingsmedium eller upploses i limpliga vehiklar innan cellerna exponeras.

1.6.1.2. Metabolisk aktivering
Celler utsitts for testimnet bide med och utan tillsittning av ett limpligt metaboliskt aktiveringssystem. Det

vanligast anvinda systemet bestir av den mikrosomhaltiga supernatanten frin leverhomogenat framstillt av lever
fran gnagare som har varit behandlade med enzyminducerande medel, tillsatt co-faktor.

1.6.2. Testbetingelser

Antal kulturer:

Minst tva kulturer anvinds for varje forsoksmoment.

Negativ och positiv kontrollkultur:

Som negativ kontrollkultur anvinds l6sningsmedel (om l6sningsmedlet inte ir kulturmediet eller vatten), leve-
renzymaktiveringsblandning och 16sningsmedel samt helt obehandlade kulturer.
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I varje forsok ingdr en positiv kontrollkultur: om leverenzymaktiveringsblandning anvinds for att aktivera
testimnet skall den positiva kontrollkulturen utgdras av en férening som man vet kriver metabolisk aktivering.
Dosniva:

Minst tre dosnivier av testimnet skall anvindas over minst ett logaritmiskt dosintervall, varvid den hégsta dosen
skall himma den miotiska aktiviteten med ungefir 50 % eller ge nigon annan indikation pi cytotoxicitet. Om
imnet inte ar toxiskt skall det testas upp till den hogsta koncentration som lésningen medger, dock hégst
5 mg/ml.
Odlingsbetingelser:
Limpligt kulturmedium och limpliga 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 frin stamceller (t. ex. genom att de trypsinbehandlas eller skakas av) varefter
de sis med passande tithet i odlingskirl och inkuberas vid 37 °C.
Humana lymfocyter: Hepariniserat helblod tillsatts till ett kulturmedium innehéllande fytohemagglutinin, fetalt
kalvserum och antibiotika. Blandningen inkuberas vid 37 °C.
1.6.3.2. Behandling av kulturerna med restimnet
i) Behandling utan leverenzymaktiveringsblandning
Varje behandling skall minst pagd i en hel cellcykel och fixeringsintervall skall faststillas fér att sikerstilla att
celler som har behandlats pé olika stadier i cykeln analyseras under den forsta mitosen efter behandlingen.
Om behandlingen pigir kortare tid in en hel cellcykel skall en serie fixeringstidpunkter faststillas for att
sikerstilla att celler som befinner sig i olika stadier tas ut, dvs, G;, S och G,, under behandlingen.
Testimnet tillsitts till kulturer av etablerade cellstammar medan de befinner sig i den exponentiella tillvixt-
fasen. Humana lymfocytkulturer behandlas medan de ir i ett semisynkront tillstind.
i) Behandling med leverenzymaktiveringsblandning
Vid behandlingen skall testimnet plus aktiveringssystemet vara tillstides s linge som mojligt utan att utova
nagon toxisk effekt pa cellerna. Om denna behandling av toxiska skil inte pagir under en hel cellcykel skall
en serie fixeringstidpunkter faststillas f6r att sikerstilla att celler som befinner sig i olika stadier tas ut, dvs,
G, S och G,, under behandlingen.
Skord av celler:
Cellkulturerna behandlas med spindelfiberinhibitorer under en passande tid innan de skérdas. Varje kultur skor-
das och kromosomprepareras separat.
1.6.3.3. Kromosompreparering

Kromosompreparering omfattar hypotonisk behandling av cellerna, fixering, utstrykning pa objektglas och farg-
ning.
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Analys:

Minst 100 vil fordelade metafaser per odling analyseras for kromosomforindringar. Objektglasen kodas fore
analys. Vid humana lymfocyter analyseras endast metafaser innehillande 46 centromerer.

Vid etablerade cellstammar analyseras endast metafaser innehallande + 2 centromerer i férhillande till modaltalet.

Dessutom virderas i vissa fall mitosindexet eller en annan indikator pd cytotoxicitet f6r varje dosnivi.

2. DATA

Data stills upp i tabellform. Kromosomférindringar (gap, brott, translokationer), kromosom typ (gap, brott,
brottdelar, ringar, dicentromerer, polycentromerer) och antalet avvikande metafaser (inklusive och exklusive hil)
registreras separat for alla behandlade kulturer och kontrollkulturer.

Data utvirderas genom limpliga statistiska metoder.
Testresultaten skall jimforas med motsvarande negativa kontrollkulturer.

Minst tva oberoende test skall genomforas. Om det ir vetenskapligt motiverat kan det dock ricka med ett enda
forsok. Det ir inte nodvindig att utféra det andra forsoket pi samma sitt som det forsta. Tvirtom kan det vara
till fordel att dndra vissa testbetingelser for att erhalla mer anvindbara data.

3. RAPPORTERING

3.1 TESTRAPPORT

Testrapporten skall om mgjligt innehélla foljande uppgifter:
— Anvinda celler.

— Testbetingelser: sammansittning av mediet, CO,, koncentration, inkubationstemperatur, inkubationstid,
dosnivier, behandlingstid, varaktigheten av behandlingen med och koncentrationen av anvind spindelinhi-
bitor, typ av leverenzymaktiveringsblandning som anvints, positiva och negativa kontroller.

— Antal analyserade metafaser (data anges separat {6r varje kultur).
— Mitosindex eller annan indikation pi cytotoxicitet.

— Typ av och antal avvikelser anges separat for varje behandlad kultur och kontrollkultur, och de anvinda eta-
blerade cellstammarnas modaltal.

— Statistisk utvirdering.
— Diskussion om resultaten.

— Tolkning av resultaten.

3.2. UTVARDERING OCH TOLKNING

Se allmin inledning till del B (D).

4, HANVISNINGAR

Se allmin inledning till del B (E).
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B. 11. MUTAGENICITET (CYTOGENETISKT BENMARGSTEST PA DAGGDJUR IN VIVO,
KROMOSOMANALYS)

1. METOD

1.1 INLEDNING
Se allmin inledning till del B (A).

1.2 DEFINITION
Se allmin inledning till del B (C).

1.3. REFERENSAMNEN
Inga.

1.4. TESTMETODSPRINCIP
Detta cytogenetiska test iz vivo dr ett korttids mutagenicitetstest {or upptickt av strukturella kromosomforind-
ringar. Kromosomférindringar utvirderas vanligtvis i samband med den férsta mitosen efter exponering. Mer-
parten av de avvikelser som framkallas av kemiska mutagener ar av kromatid typ.
I metoden anvinds benmargsceller frin diggdjur som exponeras for testimnen pa andamalsenligt sitt och sedan
avlivas med f6ljdriktiga intervaller. Fére avlivning behandlas djuren vidare med en spindelfiberinhibitor, t. ex.
kolchicin for att celler skall ackumuleras i ett metafasliknande stadium av mitosen (c-metafas). Lufttorkade kro-
mosompreparat frin cellerna bereds och firgas, och metafaserna analyseras mikroskopiskt f6r kromosomférind-
ringar.

1.5. KVALITETSKRITERIER
Inga.

1.6. METODBESKRIVNING

1.6.1. Forberedelser
Testimnen upploses i vanlig saltlosning. Amnen som inte ir 16sliga i saltlosning skall 16sas eller uppslammas i
limplig vehikel.
Nyligen framstillda 16sningar av testimnet skall anvindas. Vehikel som anvinds fér att underlitta dosering fir
inte inverka pé testimnet eller framkalla toxiska effekter.

1.6.2. Testbetingelser

1.6.2.1. Forsoksdjur
Gnagararter anvinds, t. ex. rittor, moss eller kinesiska hamstrar. Unga, friska och kdnsmogna djur férdelas
slumpmissigt i behandlings- och kontrollgrupper.

1.6.2.2. Antal och kon

Minst fem hon- och fem handjur skall ing3 i varje behandlingsgrupp och i varje kontrollgrupp. Foljaktligen skall
10 djur avlivas per tidsperiod och grupp, om testet omfattar flera testtillfillen efter behandlingen.

For den positiva kontrollgruppen ricker det med en enda provtid.
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1.6.2.3.  Administrationssitt

Testimnen skall vanligen administreras endast en ging. P4 grundval av toxikologisk information kan ett schema
faststillas med upprepad behandling. Upprepad behandling kan emellertid inte anvindas om testimnet inte har
cytotoxisk effekt pi benmirg. Vanligtvis administreras testimnet oralt eller genom intraperitoneal injicering.
Aven andra administrationssitt kan anvindas.

1.6.2.4. Anvindning av negativa och positiva kontroller

Som positiv kontroll anvinds en f6rening som har pavisats framkalla kromosomférandringar in vivo och i varje
test ingdr dven en negativ (16sningsmedelskontrollgrupp).

1.6.2.5. Dosnivd

I basforsoksomgingen anvinds endast en dos av testimnet, nimligen den maximalt tolererade dosen som ger en
viss cytotoxicitet (t. ex. partiell himning av mitosen).

Foér “icke-toxiska” imnen ir den hogsta (grins) dos som miste undersdkas genom tillforsel av en enda dos
2000 mg/kg kroppsvikt

Vid upprepad dosering ligger den 6vre grinsen pd 1000 mg/kg kroppsvikt och dag.

Ytterligare dosnivier kan anvindas om detta motiveras av vetenskapliga skil.

Om testet utfors i verifieringssyfte kan minst tvd ytterligare dosnivier anvindas.

1.6.3. Testforfarande

Testet kan utforas pa tva sitt:

i) Forsoksdjuren behandlas en ging med den maximalt tolererade dosen. Prov tas tre ginger efter behandling.
Den viktigaste provtagningen gors efter 24 timmar, men eftersom testimnet kan paverka cellcykelkinetiken
skall provtagning géras en ging fore och en ging efter 24 timmar vid limpliga intervaller mellan 6 — 48 tim-
mar.

Om ytterligare dosnivéer anvinds skall prov tas vid de sirskilt kinsliga intervallerna, eller om dessa inte ar
kinda, 24 timmar efter behandling.

i) Om farmakokinetiska och metaboliska uppgifter pekar pi att ett schema med upprepad behandling bor
anvindas, kan exponeringen ske i upprepade doser varvid prov skall tas 6 och 24 timmar efter den sista
behandlingen.

Benmdrgspreparering:

Fore avlivning skall férséksdjuren ges en intraperitoneal injektion med limplig dos av spindelfiberinhibitor for
att ett tillrickligt antal celler 1 c-metafasen skall erhillas. Benmirg himtas frin bida lirbenen pd nyligen avlivade
djur genom skéljning med en isoton 16sning. Efter limplig hypoton behandling fixeras cellerna och stryks ut pa
objektglas. Efter lufttorkning firgas objektglasen.

Analys:

Objektglas kodas fére mikroskopisk analys. Minst 50 vil fordelade metafaser med komplett antal centromerer
analyseras per djur fér strukturella kromosomférindringar. Vidare kan mitosindex faststillas for varje djur.
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2. DATA
Data presenteras i tabellform. Avvikelser av kromatid och isokromatid typ (gap, brott, translokationer) och
mitosindex, dir sidana faststillts, anges separat for alla férsoks- och kontrolldjur. Dessutom skall medelvirden
och standardavvikelser anges fér varje behandlad grupp och fér varje kontrollgrupp. Data utvirderas med limp-
liga statistiska metoder.
3. RAPPORTERING
3.1 TESTRAPPORT
Testrapporten skall om méjligt innehélla minst f6ljande uppgifter:
— Djurart, stam och djurens ilder.
— Antal djur av vardera konet i behandlings- och kontrollgrupper.
— Testbetingelser: detaljerad beskrivning av provtagningsschema, dosnivier, behandlingens varaktighet och
koncentration av anvind spindelinhibitor.
— Antal analyserade metafaser per djur.
— Miosindex, dir sidana faststillts.
— Typer av och antal avvikelser angivna separat f6r varje behandlat djur och varje kontrolldjur.
— Toxicitetssymptom som iakttagits under forscket.
— Statistisk utvirdering.
— Diskussion om resultaten.
— Tolkning av resultaten.
3.2 UTVARDERING OCH TOLKNING
Se allmin inledning till del B (D).
4. HANVISNINGAR

Se allmin inledning till del B (E).



158 Europeiska gemenskapernas officiella tidning 06/Vol. 06

B. 12. MUTAGENICITET (MIKRONUKLEART TEST)

1. METOD

1.1. INLEDNING

Se allmian inledning till del B (punke A).

1.2 DEFINITION

Se allmin inledning till del B (punkt B).

1.2. REFERENSAMNEN
Inga.
14. TESTMETODSPRINCIP

Det mikronukleira testet ar ett korttidstest pa diggdjur in vivo for upptickt av kromosomskada eller skada av
den miotiska apparaten fororsakad av kemikalier. Utgingspunkten for detta test dr en 6kning av antalet mik-
ronuclei i de polykromatiska erytrocyterna hos behandlade djur jamf6rt med kontrolldjuren.

Mikronuclei bildas av kromosomfragment eller hela kromosomer som slipar efter i mitosen. Om erytroblaster
utvecklas till erytrocyter stéts cellkirnan ut medan mikronucleus kan bibehillas i cytoplasman. I detta test
anvinds unga polykromatiska erytrocyter frin benmirgen hos forsoksdjur som pi limpligt sitt exponeras for
testimnet. Benmirgen extraheras till utstrykspreparat som firgas. Polykromatiska erytrocyter riknas for
micronuclei och férhillandet mellan polykromatiska och normokromatiska erytrocyter faststills.

1.5. KVALITETSKRITERIER
Inga.

1.6. METODBESKRIVNING

1.6.1. Forberedelser

Testimnen uppléses i isoton 16sning. Amnen som inte ir 16sliga i isotona losningar skall 16sas eller uppslammas
i limplig vehikel. Vehikel som anvinds fér att underlitta dosering far inte inverka p3 testimnet eller framkalla
toxiska effekter. Normalt skall nyligen framstillda losningar av testimnet anvindas.

1.6.2. Testbetingelser

1.6.2.1. Forsoksdjur
Moss rekommenderas men dven andra diggdjur kan anvindas. Unga, friska och kénsmogna djur fordelas slump-
missigt i behandlings- och kontrollgrupper.

1.6.2.2. Antal och kon

Minst fem hon- och fem handjur skall ingi i varje behandlingsgrupp och i varje kontrollgrupp. Féljaktligen skall
10 djur avlivas per tidsperiod och grupp om testet omfattar flera testtillfillen efter behandlingen. For den posi-
tiva kontrollgruppen ricker det med en enda provtid.
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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 ging. P4 basis av toxikologisk information kan ett schema fast-
stillas med upprepad behandling. Upprepad behandling kan emellertid inte anvindas om testimnet inte har
cytotoxisk effekt pi benmirg. Vanligtvis administreras testimnet oralt eller genom intraperitoneal injicering.
Aven andra administrationssitt kan anvindas.

Anvindning av negativa och positiva kontroller

Bade positiva och negativa (I6sningsmedelskontroller) skall anvindas i varje test.

Dosnivd

I basférsoksomgingen anvinds endast en dos av testimnet, nimligen den maximalt tolererade dosen som ger en
viss cytotoxicitet, t. ex. genom att forhillandet mellan polykromatiska och normokromatiska erytrocyter andras.

For “icke-toxiska” imnen ir den hogsta (grins) dos som miste undersdkas genom tillférsel av en enda dos
2 000 mg/kg kroppsvikt

Vid upprepad dosering ligger den Svre grinsen pa 1000 mg/kg kroppsvikt och dag.

Ytterligare dosnivéer kan anvindas om detta motiveras av vetenskapliga skal.

Om testet utfors 1 verifieringssyfte kan minst tvé ytterligare dosnivéer anvindas.

Testforfarande

Testet kan utféras pa tvd sitt:

1) Forsoksdjuren behandlas en ging med den maximalt tolererade dosen. Provtagning skall ske vid de tidpunk-
ter d4 en maximal respons forvintas, vilket varierar beroende pa testimne. Om maximal dos anvinds skall
benmirgsprover tas tvd ginger, forsta gingen tidigast 12 timmar efter behandling och direfter med limpliga
intervaller, dock inte senare in 48 timmar efter behandlingen.

Om vytterligare dosnivier anvinds skall prov tas vid den maximalt kinsliga perioden eller, om den inte ir
kind, 24 timmar efter behandling.

ii) Om farmakokinetiska och metaboliska uppgifter pekar pa att ett schema med upprepad behandling bor
anvindas, kan doseringen upprepas och prov tas minst tre ginger, forsta gingen tidigast 12 timmar efter den
sista behandlingen.

Benmargspreparering:

Benmirg tas frin bida larbenen pa nyligen avlivade djur genom skoljning med fetalt kalvserum. Cellerna sedi-
menteras genom centrifugering och supernatanten kasseras. Droppar av den homogena cellsuspensionen placeras
pi objektglas och breds ut som ett utstrykspreparat. Efter lufttorkning firgas objektglasen.

Analys:

Objektglas kodas fore mikroskopisk analys. Minst 1000 polykromatiska erytrocyter per djur undersks for
férekomst av mikronuclei.

Forhallandet mellan normokromatiska och polykromatiska erytrocyter bestims for varje djur genom att totalt
1 000 erytrocyter riknas.
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2. DATA

Data presenteras i tabellform. Antalet riknade erytrocyter, antalet polykromatiska erytrocyter med mikronuclei
och procenttalet celler med mikronuclei anges separat f6r varje forsoks- och kontrolldjur tillsammans med for-
hillandet mellan normokromatiska och polykromatiska erytrocyter. Medelvirden och standardavvikelser skall
ocks3 anges for varje behandlings- och kontrollgrupp. Data utvirderas pa grundval av limpliga statistiska meto-

der.
3. RAPPORTERING
31 TESTRAPPORT

Testrapporten skall om méjligt innehélla minst f5ljande uppgifter:
— Djurart, stam och djurens ilder.
— Antal djur av vardera kénet i behandlings- och kontrollgrupper.

— Testbetingelser: detaljerad beskrivning av behandlings- och provtagningsschema, dosnivier, uppgifter om
toxicitet och negativa och positiva kontroller.

— Kriterier for riakning av micronuclei.

— Forhallandet mellan dos och effekt, nir detta ir mojligt.
— Toxicitetssymptom som iakttagits under férsoket.

— Statistisk utvirdering.

— Diskussion om resultaten.

— Tolkning av resultaten.

3.2 UTVARDERING OCH TOLKNING
Se allmin inledning till del B (D).

4. HANVISNINGAR
Se allmin inledning till del B (E).
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B. 13. MUTAGENICITET (ESCHERICHIA COLI — ATERMUTATIONSTEST)

1. METOD

1.1, INLEDNING
Se allmin inledning till del B (A).

1.2. DEFINITION
Se allmin inledning till del B (C).

1.3. REFERENSAMNEN
Inga.

1.4. TESTMETODSPRINCIP
Reversionssystemet Escherichia coli-tryptofan (trp) ir ett mikrobialt test som miter reversionen trp™ — trp*
genom kemikalier som orsakar basférindringar i organismens genom.
Bakterier exponeras for testimnen med och utan metabolisk aktivering. Efter en limplig inkubationsperiod i
minimalt medium riknas de revertanta kolonierna och jimférs med antalet spontana revertanter i en obehandlad
kontrollkultur och/eller en kontrollkultur med 16sningsmedel.

1.5. KVALITETSKRITERIER
Inga.

1.6. METODBESKRIVNING
Foljande metoder kan anvindas vid utforande av testet: 1) forinkubationsperioden; och 2) direkt inkorporering,
varvid bakterier och testimne blandas med toppagar och hills ut Sver en selektiv agarplatta.

1.6.1. Forberedelser

1.6.1.1. Bakterier
Bakterier odlas vid 37 °C till den sena exponentiella eller den tidiga stationira tillvaxtfasen. Celltitheten skall
vara ungefir 105—10° celler per milliliter.

. 1.6.1.2 Metabolisk aktivering

Bakterier exponeras for testimnet bide med och utan ett limpligt metaboliskt aktiveringssystem. Det vanligast
anvinda systemet bestir av den mikrosomhaltiga supernatanten frin leverhomogenat framstillt av lever frin gna-
gare som har varit behandlade med enzyminducerande medel, tillsatt co-faktor.
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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 kinslighet for
UV-strilning eller mitomycin C och motstindskraften mot ampicillin i stam WP2 uvr A pKM 101 skall kon-
trolleras. Stammarna skall dven ge spontana revertanter inom férvintade frekvensomraden.

1.6.2.2. Medium

Ett lampligt medium for 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 lésningsmedel skall anvindas jimsides. Positiva kontroller skall
goras 1 tvd syften:

i) For att bekrafta bakteriestammarnas kinslighet.

Metyl-metan-sulfonat, 4-nitrokinolinoxid eller etylnitrosurea kan anvindas som positiva kontroller fér 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 4r 2-aminoantracen. Om det
finns en positiv kontroll av samma kemiska klass som testimnet skall denna anvindas.

1.6.2.4. Miingd testdmne per platta

Minst fem olika mingder av testimnet skall undersdkas, med semilogaritmiska intervaller mellan plattorna.
Amnen testas upp till grinsen fér 16slighet eller toxicitet. Toxicitet pavisas av en reduktion av antalet spontana
revertanter, av plattans djupgenomskinlighet eller av graden av overlevnad 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 1 48—72 timmar vid 37 °C.

1.6.3. Testforfarande

For metoden med inkorporering av plattan utan enzymaktivering blandas dmnet och 0,1 ml firsk bakteriekultur
med 2,0 ml toppagar. For test med metabolisk aktivering blandas 0,5 ml leverenzymaktiveringsblanding inne-
hillande limplig mingd post-mitokondrial fraktion med toppagaren efter tillsittning av testimnet och bakte-
rierna. Innehillet i varje rér blandas och fordelas pi medieytan i en platta med selektiv agar. Toppagaren fir
stelna och plattorna inkuberas vid 37 °C i 48—72 timmar. I slutet av inkubationsperioden riknas antalet rever-
tanta kolonier per platta.

Vid fsrinkubationsmetoden férinkuberas en blandning av testimnet, 0,1 ml firsk bakteriekultur och limplig
mingd leverenzymaktiveringsblandning eller samma mingd buffert innan 2,0 ml toppagar tillsitts. Alla andra
forfaranden ir desamma som f6r inkorporeringsmetoden.

Vid bida metoderna skall all uthillning goras pa minst tre plattor.
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3.1.

3.2,

DATA

Antalet revertanta kolonier per platta rapporteras fér bide kontroll- och behandlingsserier. Rakning av enskilda
plattor, medelantalet revertanta kolonier per platta och standardavvikelser skall anges for det testade dmnet och
kontrollerna. Alla resultat skall bekriftas genom ett oberoende test.

Data skall utvirderas genom limpliga statistiska metoder.

Minst tv oberoende test skall genomforas. Det ir inte nddvindigt att utféra det andra forsoket pa samma sitt
som det forsta. Tvirtom kan det vara till fordel att indra vissa testbetingelser for att erhilla mer anvindbara data.

RAPPORTERING

TESTRAPPORT

Testrapporten skall om mojligt innehilla minst {6ljande uppgifter:

Anvinda bakteriestammar.

Testbetingelser: dosnivier, toxicitet, ssmmansattning av media, behandlingsférfaranden (férinkubation, inku-
bation), leverenzymaktiveringsblandning, referensimnen, negativa kontroller.

Rikning av enskilda plattor, medelantalet revertanta kolonier per platta, standardavvikelse, dos-
responssamband nir detta ir mojligt.

Diskussion om resultaten.

Tolkning av resultaten.

UTVARDERING OCH TOLKNING
Se allmin inledning till del B (D).

HANVISNINGAR
Se allmin inledning till del B (E).
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B. 14. MUTAGENICITET (SALMONELLA TYPHIMURIUM — ATERMUTATIONSTEST)

1. METOD

1.1. INLEDNING

Se allmin inledning till del B (A).

1.2 DEFINITION

Se allmin inledning till del B (B).

13. REFERENSAMNEN
Inga.
1.4. TESTMETODSPRINCIP

Reversionssystemet Salmonella typhimuriumi histidin (his) ir ett mikrobialt test som miter reversionen
his™ — his* genom kemikalier som orsakar bassubstitutioner eller frameshift-mutationer i bakterigenomet.

Bakterier exponeras for testimnen med och utan metabolisk aktivering och placeras pi plattor med minimalt
medium. Efter en limplig inkubationsperiod riknas de revertanta kolonierna och jimférs med antalet spontana
revertanter i en obehandlad kontrollkultur och/eller en kontrollkultur med 16sningsmedel.

1.5. KVALITETSKRITERIER
Inga.

1.6. METODBESKRIVNING

1.6.1. Férberedelser

1.6.1.1. Bakterier

Firska bakteriekulturer odlas vid 37 °C till den sena exponentiella eller den tidiga stationira tillvixtfasen. Cell-
titheten skall vara ungefir 10® - 10° celler per milliliter.

1.6.1.2. Metabolisk aktivering

Bakterier exponeras for testimnet bade i ndrvaro och i frénvaro av ett limpligt metaboliskt aktiveringssystem.
Det vanligast anvinda systemet bestir av den mikrosomhaltiga supernatanten frin leverhomogenat framstillt av
lever frin gnagare som har varit behandlade med enzyminducerande medel, tillsatt co-faktor.

1.6.2. Testbetingelser

1.6.2.1. Teststammar

Minst fyra stammar, TA 1535, TA 1537 eller TA 97, TA 98 och TA 100 skall anvindas. Andra stammar, sisom
TA 1538 och TA 102 kan anvindas dirutéver. Vedertagna metoder att bereda och bevara stamkulturer skall
anvindas. Stammarnas tillvixtkrav och genetiska identitet, deras kinslighet f6r UV-strilning och kristallviolett
och motstindskraften mot ampicillin skall kontrolleras. Stammarna skall dven ge spontana revertanter inom {or-
vintade frekvensomraden.
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1.6.2.2. Medium
Ett limpligt selektivt medium anvinds med en lamplig toppagar.
1.6.2.3. Anvindning av negativa och positiva kontroller
Obehandlade kontroller och kontroller med 16sningsmedel skall anvindas jimsides. Positiva kontroller skall
goras i tva syften:
1) For att bekrifta bakteriestammarnas kinslighet.
Foljande foreningar kan anvandas {or test utan metabolisk aktivering:
Stammar Reverterar med
TA 1535, TA 100 Natriumazid
TA 1538, TA 98, TA 97 2-nitrofluoren
TA 1537 9-aminoakridin
TA 102 cumenhydroperoxid
i) For att sakerstilla aktiviteten hos det anvinda metaboliska systemet.
En positiv kontroll for aktiviteten hos ett metaboliskt system for alla stammar ir 2-aminoantracen. Om det
finns en positiv kontroll av samma kemiska klass som testamnet skall denna anvindas.
1.6.2.4. Miingd testimne per platta
Minst fem olika mingder av testimnet skall understkas, med semilogaritmiska intervaller mellan plattorna.
Amnen testas upp till grinsen for l6slighet eller toxicitet. Toxicitet pavisas av en reduktion av antalet spontana
revertanter, av plattans djupgenomskinlighet eller av graden av &verlevnad 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 testimnet och
0,1 ml firsk bakteriekultur tillsittas till 2,0 ml toppagar. Vid test med metabolisk aktivering tillsitts 0,5 ml leve-
renzymaktiveringsblanding innehillande limplig mingd post-mitokondrial fraktion till toppagaren efter tillsitt-
ning av testimnet och bakterier. Innehillet i varje provror blandas och hills ut pi Sver en platta med selektiv
agar. Toppagaren fir stelna och plattorna inkuberas vid 37 °C i 48 — 72 timmar. I slutet av inkubationsperioden
raknas de revertanta kolonierna per platta. Vid anvindning av férinkubationsmetoden férinkuberas en blandning
av testimnet, 0,1 ml firsk bakteriekultur och limplig mangd leverenzymaktiveringsblandning eller samma
mingd buffert innan 2,0 ml toppagar tillsitts. Alla andra forfaranden ir desamma som fér inkorporeringsmeto-
den.
Vid bida metoderna skall all uthillning goras pa minst tre plattor.
2. DATA

Antalet revertanta kolonier per platta rapporteras for bide kontroll- och behandlingsserier.

Rikning av enskilda plattor, medelantalet revertanta kolonier per platta och standardavvikelser skall anges for
det testade amnet och kontrollerna.

Data skall utvirderas genom limpliga statistiska metoder.

Minst tvd oberoende test skall genomféras. Det ir inte nédvindigt att utféra det andra férséket pd samma sitt
som det férsta. Tvirtom kan det vara till f6rdel att dndra vissa testbetingelser for att erhdlla mer anvindbara data.
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3. RAPPORTERING

3.1. TESTRAPPORT
Testrapporten skall om mgjligt innehalla minst f6ljande uppgifter:
— Anvinda bakteriestammar.

— Testbetingelser: dosnivéer, toxicitet, sammansittning av media, behandlingsforfaranden (férinkubation, inku-
bation), leverenzymaktiveringsblandning, referensimnen, negativa kontroller.

— Rikning av enskilda plattor, medelantalet revertanta kolonier per platta, standardavvikelse, dos-
responssamband nir detta ir mojligt.

— Diskussion om resultaten.

— Tolkning av resultaten.

3.2. UTVARDERING OCH TOLKNING
Se allmin inledning till del B (D).

4. HANVISNINGAR
Se allmin inledning till del B (E).
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DEL C: METODER FOR BESTAMNING AV EKOTOXICITET

C. 1. AKUT TOXICITET FOR FISK

1. METOD

1.1. INLEDNING

Syftet med detta test ir att bestimma ett imnets akuta dodliga toxicitet for sdtvattenfisk. Det ir virdefullt att
kinna till imnets l6slighet i vatten, angtryck, kemiska stabilitet, dissociationskonstanter och bionedbrytbarhet
nir man skall vilja den mest limpliga testmetoden (statisk, semistatisk eller genomstromning) for att sikerstilla
tillfredsstillande konstanta koncentrationer av testimnet under hela testperioden.

Vid planeringen av testet och tolkningen av testresultaten bér man ta hinsyn till andra uppgifter (t. ex. struk-
turformel, renhetsgrad, art och procentdel av signifikanta orenheter, forekomst och mingd av tillsatser, samt
n-oktanol/vattendelningskoefficienten).

1.2 DEFINITIONER OCH ENHETER

Akut toxicitet ir de mirkbara skadliga verkningar som p3 kort tid (dagar) framkallas hos en organism som expo-
neras for ett amne. I detta test uttrycks akut toxicitet som median letal koncentration (LCs,), dvs. den koncen-
tration i vatten som medfér att 50 % av fiskarna i en férsoksgrupp doér under kontinuerlig exponering i en viss
tid. Exponeringstiden skall anges.

Alla koncentrationer av testimnet anges 1 vikt per volymenhet (milligram per liter). De kan ocks3 uttryckas som
vikt per vikt (mg/kg™").

1.3. REFERENSAMNEN

Ett referensimne kan anvindas for att visa att f6rsoksdjurens respons inte har indrats signifikant under testbe-
tingelserna i laboratoriet.

Inga referensimnen finns angivna for detta test.

1.4. TESTMETODSPRINCIP

Ett grinstest kan utféras med 100 mg per liter fr att konstatera om LC,, ir storre in denna koncentration.

Fisken exponeras for testimnet som i en rad koncentrationer tillsitts vattnet under 96 timmar. Dédligheten
registreras med hogst 24 timmars mellanrum och om s3 ir méjligt beriknas de koncentrationer som vid varje
observationstillfille har medfort att 50 % av fisken (LCs,) har dott.

1.5. KVALITETSKRITERIER

Kvalitetskriterierna giller f6r sdval granstestet som den fullstindiga testmetoden.

Dédligheten 1 kontrollgruppen fir inte Sverstiga 10 % (eller 1 fisk om mindre in 10 fiskar anvinds) i slutet av
testet.

Under hela testet skall koncentrationen av upplést syre vara hogre in 60 % av luftmittnadsvirdet.
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Koncentrationer av testimnet skall ligga 6ver 80 % av startkoncentrationen under hela testperioden.

For amnen som ir lattlésliga i testmediet och ger stabila 16sningar, dvs. imnen som inte 1 hdg grad foringas,
bryts ned, hydrolyseras eller adsorberas, kan startkoncentrationen antas vara lika med den nominella koncen-
trationen. Man skall kunna bevisa att koncentrationen har bibehillits under hela testet och att kvalitetskriterierna
ir uppfyllda.

For imnen som ir

1) svirlosliga i testmediet, eller

1) kan skapa stabila emulsioner eller dispersioner, eller
iii) ir ostabila i vattniga 16sningar

skall man som virde f6r startkoncentrationen anvinda den koncentration som ar uppmitt i l6sningen (eller om
detta inte ir tekniskt mojligt, mitt i vattenkolonnen) vid testets inledning. Koncentrationen bestims sedan jim-
vikt uppnitts, men innan fisken slapps 1.

I alla dessa fall skall ytterligare mitningar goras under testets gng for att sikerstilla att koncentrationen har
bibehillits och att kvalitetskriterierna har varit uppfyllda.

pH-virdet fir inte variera med mer 4n 1 enhet.

1.6. METODBESKRIVNING

Tre typer av forfaranden kan anvindas:

Statiskt test:

Toxicitetstest utan nigot genomfléde av testlosningen. (Lésningarna f6rblir oférindrade under hela testet.)

Semi-statiskt test:

Test utan genomflode av testlosningen men dir hela testlésningar regelbundet byts ut helt efter lingre perioder
(t. ex. 24 timmar).

Genomstromningstest:

Toxicitetstest dar vattnet i testkamrarna férnyas hela tiden och dir testimnet transporteras med det vatten som
anvinds till att fornya testmediet.

1.6.1. Reagenser

1.6.1.1. Losningar av testimnen

Stamlosningar av erforderlig styrka framstalls genom att testimnet upploses i avjoniserat vatten eller vatten
enligt 1.6.1.2

De valda testkoncentrationerna framstills genom utspadning av stamlosningen. Om héga koncentrationer testas
kan amnet 16sas direkt i utspadningsvattnet.

Amnen testas normalt endast upp till grinsen for 16slighet. Fér vissa dmnen (t. ex. imnen som ir svarlosliga i
vatten, som har ett hogt P, -virde, eller som bildar en stabil dipersion och inte en riktig losning i vatten) accep-
teras att man har anvint en testkoncentration som ir storre in l6sligheten for att sikerstilla att den hogsta
uppldsta/stabila koncentration har nitts. Det dr dock viktigt att denna koncentration inte pi annat sitt forstér
testmetoden (t. ex. bildar en hinna av zmnet p4 vattenytan som férhindrar syrsattning av vattnet, etc.)

Ultraljud, organiska 16sningsmedel, emulgeringsmedel eller dispergeringsmedel kan anvindas for att framstilla
stamlOsningar av imnen som ir svérlosliga 1 vatten och f6r aut dispergera sddan dmnen i testmediet. Om tillsats-
imnen anvinds skall alla testkoncentrationer innehilla samma mingd tillsatsimnet och en extra kontrollgrupp
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1.6.1.2.

1.6.2.

1.6.3.1.

skall anvindas som utsitts for samma koncentration av tillsatsimnet som den som anvinds i testserien. Sidana
tillsatsimnen anvinds i lagsta majliga koncentration och fir aldrig vara stdrre dn 100 mg per liter i testmediet.

Testet utfors utan justering av pH-virdet. Om det finns tecken pa en markant férandring av pH-virdet rekom-
menderas att testet upprepas med pH-justering och att dessa resultat rapporteras. I detta fall skall pH-virdet i
staml6sningen justeras efter pH-virdet i utspidningsvattnet, om det inte finns sirskilda skil som talar mot detta.
HCI och NaOH ir forstahandsvalen for justering av pH-virdet. Denna pH-justering skall goras pi ett sadant
sitt att testimnets koncentration i stamldsningen inte dndras i ndgon signifikant grad. Om justeringen medfor
nigon kemisk reaktion eller fysisk utfillning av testimnet skall detta rapporteras.

Vatten till forvaring och utspidning

Dricksvatten (som inte dr fororenat av skadliga koncentrationer av klor, tungmetaller eller andra imnen),
rivatten av god kvalitet eller rekonstituerat vatten (se tilligg 1) kan anvindas. Vatten med en total hirdhet p3
mellan 10 och 250 mg per liter (som CaCO,) och med ett pH-virde av 6,0 — 8,5 ir att foredra.

Apparatur

All apparatur skall vara tillverkad av kemiskt inert material:

— Automatiskt utspidningssystem (till genomstrémningstestet).
— Syremitare.

— Utrustning fér bestimning av vattnets hirdhet.

— Lamplig apparatur for temperaturkontroll.

— pH-mitare.

Testfisk

Fiskarna skall vara friska och utan synliga missbildningar.

De arter som ska anvindas bér viljas pa grundval av praktiska kriterier, t. ex. att de ar latt tillgingliga under hela
iret, enkla att hilla, limpliga fOr testet, har en relativ kinslighet, samt pd grundval av ekonomiska, biologiska och
ekologiska faktorer av betydelse. Nodvindigheten att kunna jimfora de data som erhills och redan genomford
internationell harmonisering (hinvisning 1) bor ocksi beaktas vid val av fiskart.

1 tilligg 2 fortecknas de fiskarter som rekommenderas for detta test. Sebrafisk och regnbige ir att foredra.

Forvaring

Testfisk skall helst komma fran ett enda bestind och vara av ungefir samma lingd och alder. Fisken skall for-
varas i minst 12 dagar under f6ljande betingelser:

Belastning:

Anpassad efter systemet (cirkulation eller genomstromning) och fiskarterna.

Vatten:

Se punkt 1.6.1.2

Ljus:

12 — 16 timmars ljus per dag.
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Koncentration av upplost syre:

Minst 80 % av luftmittnadsvirdet.

Utfodring:

Dagligen eller tre ginger per vecka, sista gingen 24 timmar innan testet inleds.

1.6.3.2. Dédlighet

Efter 48 timmars acklimatisering registreras dodligheten och féljande kriterier tillimpas:
— Hbogre in 10 % av populationen pi 7 dagar:

hela partiet kasseras.
— Mellan 5 och 10 % av populationen:

observationsperioden forlings med ytterligare 7 dagar. Om inga fler dédsfall intriffar kan partiet accepteras,
1 annat fall kasseras det.

— Ligre dn 5 % av populationen:

partiet kan accepteras.

1.6.4. Tillvinjning
All fisk skall i minst 7 dagar fore testet exponeras for vatten av den kvalitet och temperatur som skall anvindas
1 testet.

1.6.5. Testforfarande

Fore det slutliga testet kan ett inledande test géras for att faststilla vilka koncentrationer som skall anvindas i
huvudtestet.

Forutom testserien inbegrips en kontrollgrupp som inte tillfors testimnet och, i vissa fall, en kontrollgrupp som
tillf6rs tillsatsimnet '

Beroende pi testimnets fysiska och kemiska egenskaper skall ett statiskt test, ett semi-statiskt test eller ett
genomstromningstest viljas s att kvalitetskriteriet uppfylls.

Fisken exponeras for testimnet enligt f6ljande:

— Varaktighet: 96 timmar.

— Antal djur: Minst 7 per koncentration.

— Kar: Av passande storlek i férhillande till den rekommenderade belastningen.

— Belastning: For statisk och semistatiska test rekommenderas 1,0 g per liter som maximal belastning. Fér
genomstromningssystem kan storre belastning accepteras.

— Testkoncentrationer: Minst 5 koncentrationer med ett konstant inbérdes férhillande av hégst 2,2 som s
langt det for ticker intervallet 0 — 100 % dodlighet.

— Vatten: Se 1.6.1.2

— Ljus: 12 — 16 ummar ljus per dag.

— Temperatur: Limplig f6r arten (tilligg 2) men inom = 1 °C i ett enskilt test.

— Koncentration av uppldst 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 d6d om berdring av stjirt-

fenan inte framkallar nigon reaktion och inga andningsrérelser kan iakttas. D6d fisk avligsnas nir den uppticks
och dodsfall registreras.
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Register fors over synliga abnormiteter (t. ex. forlust av jamvikten, dndrat simbeteende, andningsfunktion, pig-
mentering osv.).

Mitningar av pH, upplost syre och temperatur skall goras dagligen.

Granstest

Genom anvindning av forfarandena som beskrivs i denna testmetod kan ett grinstest utforas med 100 mg per
liter fér att konstatera om LC,, ir storre in denna koncentration.

Om dmnet ar av sddan art att man inte kan erhilla en koncentration av 100 ml per liter i testvattnet utfors grins-
testet vid zmnets mittnadskoncentration (eller den hdgsta koncentrationen vid vilken det bildas en stabil disper-
sion) i det anvanda mediet (se iven 1.6.1.1).

Grinstestet utférs med 7-10 fiskar och en eller tvi kontrollgrupper av samma storlek. (Enligt binomialteorin ir
det vid anvindning av 10 fiskar 99,9 % sikerhet for att LCs,, r stdrre in den anvinda koncentrationen, om déd-
ligheten ir noll. Med 7, 8 eller 9 fiskar ger en dodlighet av noll 99 % sikerhet {6r att LCs, dr stérre dn den
anvanda koncentrationen).

Om dédsfall sker miste en fullstindig undersokning utfdras. Eventuella subletala verkningar registreras.

2. DATA OCH UTVARDERING

For var och en av de tidsperiod di observationer foretas (efter 24, 48, 72 och 96 timmar) avbildas den procen-
tuella dédligheten mot koncentrationen pa logaritmisk sannolikhetspapper.

Nir s& iar mojligt och for varje observationstid skall LC,, och dess konfidensgrinser (p = 0,05) uppskattas
genom standardférfaranden. Dessa virden skall avrundas till en (eller hogst tva) signifikanta siffror (exempel pa
avrundning till tvi siffror: 170 fér 173,5, 0,13 for 0,127, 1,2 {6r 1,21).

I de fall dir koncentrations-procentresponskurvans lutning ar for brant for att medge en berikning av LC;,
ricker det med en grafisk uppskattning av detta varde.

Om tvd pi varandra foljande koncentrationer med ett forhillande pd 2,2 endast ger 0 och 100 % dédlighet,
ricker dessa tvd virden for att ange inom vilket omride LC;;, ligger.

Om det framgir att det inte gir att hilla testimnet stabilt eller homogent skall detta rapporteras och férsiktighet
skall iakttas vid tolkningen av resultaten.

3. RAPPORTERING

Testrapporten skall om méjligt innehalla:

— Uppgifter om testfisken (vetenskapligt namn, stam, leverantér, eventuell forbehandling, storlek och antal
som anvints for varje koncentration).

— Kaillan tll utspidningsvattnet och viktiga kemiska egenskaper (Ph, hirdhet, temperatur).

— For imnen med lag vattenlSslighet anges metod att framstilla stam- och testldsning.

— Koncentrationen av eventuella tillsatsimnen.
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— En lista 6ver de koncentrationer som anvints och alla tillgingliga uppgifter om testimnets stabilitet vid kon-
centrationerna i testlosningen.

— Om kemiska analyser gors skall metoder och resultat rapporteras.
— Resultat frin grinstest om sidant utforts.

— Skilen till valet av och detaljer om anvint testférfarande (t. ex. statisk, semi-statisk, doseringstakt, genom-
stromningstakt, eventuell syrsittning, antal fiskar osv.).

— Beskrivning av testutrustningen.

— Ljusbetingelser.

— Testlosningens koncentration av upplést syre, pH-virden och temperatur var 24 timme.
— Bevis pi att kvalitetskriterierna har uppfyllts.

— Kumulativ dodlighet for varje koncentration och kontrollprov (eller kontroll med tillsatsimne om sidant
behovs) vid de rekommenderade observationstiderna.

— Grafisk framstillning av denna responskurva 6ver koncentration/procent 1 slutet av testet.

— Om mojligt, LCy,-virden for varje rekommenderad observationstid (med 95 % konfidensgrinser).
— Statistiska férfaranden som anvints vid bestimning av LCs,-virdena.

— Om referensimne har anvints skall erhillna resultat anges.

— Hogsta testade koncentration som inte medfor dodsfall inom testperioden.

— Ligsta testade koncentrationen som medfér 100 % dédlighet inom testperioden.
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Tillagg 1

Rekonstituterat vatten

Exempel pd limpligt utspidningsvatten
Alla kemikalier skall vara av analytisk renhetsgrad.

Vattnet skall vara destillerat vatten av god kvalitet eller avjoniserat vatten med en ledningsférmiga pi mindre in

5uScm™.

Apparatur fér destillering av vatten fir inte innehélla nigra delar gjorda av koppar.

Stamlosningar

CaCl, - 2H,0 (kalciumklorid dihydrat) 11,76 g
Uppléses i vatten s att 1 liter erhills.

MgSO,.7H,O (magnesiumsulfat heptahydrat): 493 g
Uppléses i vatten sé att 1 liter erhélls.

NaHCO; (natriumvitekarbonat): 259 ¢g
Uppléses i vatten sé att 1 liter erhills.

KCI (kaliumklorid): 023 g

Upploses i vatten si att 1 liter erhills.

Rekonstituerat utspadningsvatten

Blanda 25 ml av de fyra stamlosningarna med vatten sd att 1 liter erhalls.

Syrsatt tills koncentrationen av upplost syre ir lika med luftmittnadsvirdet.

pH skall vara 7,8 = 0,2.

Justera vid behov pH-virdet med NaOH (natriumhydroxid) eller HCI (saltsyra).

Det siledes framstillda utspadningsvattnet sitts at sidan i 12 timmar och skall inte syrsittas ytterligare.
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Summan av Ca- och Mg-jonerna 1 denna 16sning ir 2,5 mmol per liter. Férhallandet mellan Ca- och Mg-jonerna
ir 4:1 och mellan Na- och K-jonerna 10:1. Den totala alkaliniteten hos denna l8sning 4r 0,8 mmol per liter.

Avvikelser vid framstillningen av utspadningsvattnet fir inte andra vattnets sammansittning eller egenskaper.

Tillagg 2

Fiskarter som rekommenderas till test

Rekommenderad Rekommenderad total
Rekommenderade arter temperaturintervall lingd pa testdjur
(°C) (cm)
Brachydanio rerio (Teleoster, Cyprinidae) 20—24 3,005
(Hamilton-Buchanan) Sebrafisk
Pimephales promelas (Teleostei, Cyprinidae) 20—24 5020
(Rafinesque) Fathead minnow
Cyprinus carpio (Teleostei, Cyprinidae) (Linné 1758) 20—24 6,020
Karp
Oryzias latipes (Teleostei, Poeciliidae) 20—24 3,010
Cyprinodontidae (Tomminck och Schlegel 1850)
Red killifish
Poecilia reticulata (Teleostei, Poeciliidae) (Peters 1859) 20—24 3010
Guppy
Lepomis macrochirus (Teleostei, Centrarchidae) 20—24 5020
(Rafinesque Linneaus 1758) Bluegill
Onchorbynchus mykiss (Teleostei, Salmonidae) 12—17 6,020
(Walbaum 1988) Regnbigsforell
Leuciscus idus (Teleostei, Cyprinidae) (Linné 1758) 20—24 6,0£2,0
Guldfisk
Odlingsbetingelser

Ovan angivna fiskar ir latta att odla och/eller dr latt tillgingliga ret runt. De kan foridlas och odlas i fiskdam-
mar eller i laboratorier under sjukdoms- och parasitkontrollerade betingelser s3 att testdjuren ir friska och av
kind hirstamning. Dessa fiskar finns 1 minga delar av virlden.
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Exempel pi kurva éver koncentration mot dédlighet
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C. 2. AKUT TOXICITET FOR DAPHNIA

s

METOD

1.1 INLEDNING

Syftet med detta test ir att bestimma ett dmnes effektiva genomsnittskoncentration (ECs,) f6r immobilisering av
Daphnia i sotvatten Det virdefullt att kinna till testimnets 1dslighet 1 vatten, dngtryck, kemiska stabilitet, dis-
sociationskonstanter och bionedbrytbarhet innan testet piborjas.

Vid planeringen och tolkningen av testresultaten skall hansyn tas till andra uppgifter, t. ex. strukturformel, ren-
hetsgrad, arten av och procenttalet signifikanta orenheter, férekomst och mingder av tillsatser och
n-oktanol/vattendelningskoefficienten.

1.2. DEFINITIONER OCH ENHETER

De krav som stall 1 direktivet pi LCs, f6r Daphnia skall anses vara uppfyllda genom att EC,, bestims enligt
denna testmetod.

I detta test uttrycks akut toxicitet som den genomsnittliga effektiva koncentrationen (EC,,) f6r immobilisering.
Det ir den koncentration (uttryckt genom initiala virden) som medfér att 50 % av Daphnia i en férsdksgrupp
dor inom loppet av en oavbruten exponeringsperiod som madste anges.

Immobilisering:

Djur som inte kan simma inom 15 sekunder efter en forsiktig omrorning i testkirlet anses vara immobila.

Alla koncentrationer av testimnet anges i vikt per volym (milligram per liter). De kan ocksi uttryckas som vikt
per vikt (mg. kg™).

1.3. REFERENSAMNEN

Ett referensimne kan anvindas for att visa att forsoksarternas kinslighet inte har indrats signifikant under test-
betingelserna 1 laboratoriet.

Resultaten frin ett EEG-ringtest med fyra olika imnen sammanfattas i tilligg 2.

1.4. TESTMETODSPRINCIP

Ett grinstest kan utféras med 100 mg per liter for att konstatera om EC;, ir storre in denna koncentration.

Daphnia utsitts for testimnet i vatten i en rad koncentrationer i 48 timmar. Om kortare testperiod anvinds bér
detta motiveras i forsoksrapporten.

Under annars identiska testbetingelser i ett limpligt koncentrationsintervall paverkas Daphniass, genomsnittliga
simférmdga i olika grad av olika koncentrationer av ett testimne. Olika koncentrationer resulterar i olika pro-
centandelar Daphnia som i slutet av testet inte lingre kan simma. De koncentrationer som leder till 0 eller 100 %
immobilisering avldses direkt vid observationerna under testet medan 48-timmars EC;, om mgjligt bestims
genom berikning.
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Ett statiskt system anvinds for denna metod vilket innebir att testldsningarna inte férnyas under exponerings-
perioden.

1.5. KVALITETSKRITERIER
Kvalitetskriterierna galler for sivil granstestet som den fullstindiga testmetoden.
Immobiliseringen i kontrollgruppen far inte 6verstiga 10 % i slutet av testet.
Daphnia som ingir i testet i kontrollgrupperna fir inte fingas upp av vattenytan.
Koncentrationen av uppldst syre i testbehillarna skall helst vara éver 3 mg/l"" under hela testet. Den fir dock
under inga omstindigheter understiga 2 mg/1%.
Koncentrationer av testimnet skall ligga 6ver 80 % av den initiala koncentrationen under hela testperioden.
For imnen som ir lattlésliga 1 testmediet och ger stabila 1sningar, dvs. imnen som inte i hég grad féringas,
bryts ned, hydrolyseras eller adsorberas, kan startkoncentrationen antas vara lika med den nominella koncen-
trationen. Det skall bevisas att koncentrationen bibehéllits under hela testet och att kvalitetskriterierna ir upp-
fyllda.
Fo6r dmnen som ar
i) svarlésliga i testmediet eller
ii) kan skapa stabila emulsioner eller dispersioner eller
1) ar ostabila i vattniga ldsningar
skall det som virde for startkoncentrationen anvindas den koncentration som ar uppmitt i 15sningen (eller om
detta inte ir tekniskt majligt, mitt i vattenkolonnen) vid testets inledning. Koncentrationen bestims sedan jim-
vikt uppnétts, men innan testorganismerna slipps i.
I alla dessa fall skall ytterligare mitningar goras under testets ging for att sikerstilla att koncentrationen har
bibehallits och att kvalitetskriterierna har varit uppfyllda.
pH-virdet far inte variera med mer 4n 1 enhet.

1.6. METODBESKRIVNING

1.6.1 Reagenser

1.6.1.1. Léosningar av testamnen

StamlSsningar av erforderlig styrka framstills genom att testimnet uppléses i avjoniserat vatten eller vatten
enligt 1.6.1.2

De valda testkoncentrationerna framstills genom utspadning av stamlosningen. Om hdga koncentrationer testas
kan imnet 16sas direkt i utspadningsvattnet.

Amnen testas normalt endast upp till grinsen for lslighet. For vissa dmnen (t. ex. imnen som ir svirl6sliga i
vatten, som har ett hogt P__-virde, eller som bildar en stabil dispersion och inte en riktig 16sning i vatten) accep-
teras att det anvinds en testkoncentration som ir stdrre in lSsligheten for att sikerstilla att den hégsta
upplosta/stabila koncentration har nitts. Det ar dock viktigt att denna koncentration inte pd annat sitt forstor
testmetoden (t. ex. bildandet av en hinna av dmnet p3 vattenytan som forhindrar syrsittning av vattnet, etc.).

Ultraljud, organiska 16sningsmedel, emulgeringsmedel eller dispergeringsmedel kan anvindas for att framstilla
stamldsningar av dmnen som ar svarldsliga i vatten och f5r att dispergera sidan imnen i testmediet. Om tillsats-
imnen anvinds skall alla testkoncentrationer innehilla samma mingd tillsatsimnet och en extra kontrollgrupp
skall anvindas som utsitts f6r samma koncentration av tillsatsimnet som anvinds i testserien. Sidana tillsatsim-
nen anvinds i ligsta mojliga koncentration och fir aldrig vara stdrre dan 100 mg per liter i testmediet.
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Testet skall goras utan justering av pH-virdet. Om det finns tecken pd en markant férindring av pH-virdet
rekommenderas att testet upprepas med pH-justering och att resultaten rapporteras. I detta fall skall pH-virdet
i staml6sningen justeras efter pH-virdet 1 utspadningsvattnet, om det inte finns sirskilda skil som talar mot
detta. HCl och NaOH ir forstahandsvalen for detta indamil. Denna pH-justering skall goras pa ett sidant sitt
att testimnets koncentration i stamlésningen inte indras i nigon signifikant grad. Om justeringen medfér nigon
kemisk reaktion eller fysisk utfillning av testimnet skall detta rapporteras.
1.6.1.2. Testvatten

Rekonstituerat vatten anvinds i detta test (se tilligg 1 och hinvisning 2: ISO 6341). For att undgi den nédvin-
diga acklimatiseringen fSre testet rekommenderas att odlingsvattnet hiller samma kvalitet (pH-virde, hirdhet)
som det vatten som anvinds i testet.

1.6.2. Apparatur

Normal laboratorieapparatur och -utrustning skall anvindas. Utrustning som kommer i kontakt med testlds-
ningarna skall helst vara helt tillverkad av glas:

— Syremaitare (med mikroelektrod eller annan limplig utrustning f6r mitning av upplést syre i prover med lig
volym).

— Limplig apparatur for temperaturkontroll.
— pH-mitare.

— Utrustning for bestimning av vattnets hardhet.

1.6.3. Testorganism
Helst skall Daphnia magna anvindas men iven Daphnia pulex ir tilliten. Testdjuren skall vara mindre in 24

timmar gamla 1 borjan av testet, odlade i laboratoriet, fria frin uppenbara sjukdomar och med en kind historia
(t. ex. odling — alla férbehandlingar osv.).

1.6.4. Testforfarande

Innan det slutliga testet gors kan ett inledande test goras 6r att faststilla vilka koncentrationer som skall anvin-
das i huvudtestet.

Utdver testserien inbegrips en kontrollgrupp som inte tillfors testimnet och, om det dr limpligt, en kontroll-
grupp som tillférs tillsatsimnet

Daphnia exponeras for testimnet enligt beskrivningen nedan:
— Varaktighet: Minst 48 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 testlésning tillhandahillas.

— Testkoncentrationer: Testlésningen skall framstillas omedelbart innan Daphnia tillsitts, helst utan nigot
annat losningsmedel in vatten. Koncentrationerna framstills i en geometrisk serie med ett koncentrations-
forhallande pd 2,2. Tillrickligt minga koncentrationer skall anvindas f6r att uppnd 0 och 100 % immobili-
sering efter 48 timmar och ett passande antal mellangrader av immobilisering skall testas tillsammans med
kontrollgrupp fér att méjliggdra en berikning av 48-timmars EC,,.

— Vatten: Se 1.6.1.2
— Ljus: En cykel med ljus och mérker ar valfritt.

— Temperatur: Testtemperaturen skall ligga mellan 18 och 22 °C och skall f6r var enskilt test hillas konstant
inom = 1,0 °C.
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— Syrsittning: Testlosningarna skall inte syrsittas med luftgenombubbling.
— Utfodring: Ingen.
I slutet av testet mats pH-virdet och syrekoncentrationen i kontrollgruppen och vid alla testkoncentrationer.
pH-virdet i testlosningen skall inte dndras.
Flyktiga foreningar skall testas i helt fyllda och slutna behailare som ir tillrickligt stora for att férhindra syre-
brist.
Daphnia besiktas efter minst 24 timmars exponering och iter efter 48 timmar.
Grénstest
Genom anvindning av forfarandena som beskrivs i denna testmetod kan ett grinstest utféras med 100 mg per
liter for att konstatera om EC,, ir storre in denna koncentration.
Om imnet ir av sidan art att man inte kan erhilla en koncentration av 100 mg per liter i testvattnet utférs grins-
testet vid imnets mittnadskoncentration (eller den hogsta koncentrationen vid vilken det bildas en stabil disper-
sion) i det anvinda mediet (se iven 1.6.1.1).
Grinstestet utfors med 20 Daphnia uppdelade i tvi eller fyra grupper, samt kontrollgrupper av samma storlek.
Om immobilisering sker miste en fullstindig undersékning utféras.

2. DATA OCH UTVARDERING
Foér var och en av de tidsperioder di observationer foretas (efter 24 och 48 timmar) avbildas den procentuella
dodligheten mot koncentrationen pa logaritmiskt sannolikhetspapper.
Nir s ir mojligt och for varje observationstid skall EC,, och dess konfidensgrinser (p = 0,05) uppskattas
genom standardférfaranden. Dessa virden skall avrundas till en (eller hégst tvd) signifikanta siffror (exempel pa
avrundning till tvi siffror: 170 for 173,5, 0,13 for 0,127, 1,2 for 1,21).
I de fall dir koncentrations-procentresponskurvans lutning ar f6r brant for att medge en berikning av ECjq
ricker det med en grafisk uppskattning av detta virde.
Om tv4 pi varandra foljande koncentrationer med ett forhillande pa 2,2 endast ger 0 och 100 % immobilisering,
ricker dessa tva virden for att ange inom vilket omride EC;, ligger.
Om det framgir att det inte gir att hilla testimnet stabilt eller homogent skall detta rapporteras och férsiktighet
skall iakttas vid tolkningen av resultaten.

3. RAPPORTERING

Testrapporten skall om méjligt innehalla:

— Uppgifter om testorganismen (vetenskapligt namn, stam, leverantér, eventuell férbehandling, storlek och
antal som anvints for varje koncentration).

— Kaillan till utspidningsvattnet och viktiga kemiska egenskaper (pH, hirdhet, temperatur).
— For imnen med lig vattenloslighet anges metod att framstilla stam- och testldsning.
— Koncentrationen av eventuella tillsatsimnen.

— En lista 6ver de koncentrationer som anvints och alla tillgingliga uppgifter om testimnets stabilitet vid kon-
centrationerna i testlosningen.
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— Om kemiska analyser gors skall metoder och resultat rapporteras.

— Resultat frin grinstest om sidant utforts.

— Beskrivning av testutrustningen.

— Ljusbetingelser.

— Testlosningens koncentration av upplost syre, pH-virden och temperatur i testldsningarna.
— Bevis pi att kvalitetskriterierna har uppfyllts.

— En tabell 6ver kumulativ dédlighet {6r varje koncentration och kontrollprov (eller kontroll med tillsatsimne
om sidant beh6vs) vid de rekommenderade observationstiderna (24 och 48 timmar).

— Grafisk framstillning av denna responskurva éver koncentration/procent i slutet av testet.

— Om méjligt, ECso-virden for varje rekommenderad observationstid (med 95 % konfidensgrinser).
— Statistiska forfaranden som anvints vid bestimning av ECy,-virdena.

— Onm referensimne har anvints skall erhallna resultat anges.

— Hogsta testade koncentration som inte medfor dodsfall inom testperioden.

— Ligsta testade koncentrationen som medfér 100 % dédlighet inom testperioden.
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liengesetz, ecomed 1986.

5. DIN Testverfahren mit Wasserorganismen, 38 412 (L1) och L (11).

6. Finney, D. J. Statistical Methods in biological Assay. Griffin, Weycombe, U. K., 1978.

7. Litchfield, J. T. and Wilcoxon, F, A simplified method for evaluating dose effects experiments, J. Pharmacol,
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Tilligg

Rekonstituerat vatten

Exempel pd limpligt utspidningsvatten (enligt ISO 6341)
Alla kemikalier skall vara av analytisk renhetsgrad.

Vattnet skall vara destillerat vatten av god kvalitet eller avjoniserat vatten med en ledningsforméiga pa mindre in
5uScm*.

Vattendestillationsapparaten fir inte innehélla delar av koppar.
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Stamlosningar

CaCl,.2 H,O (kalciumklorid-dihydrat)
Upploses i vatten si att 1 liter erhélls.

MgSO,.7 H,0O (magnesiumsulfat-heptahydrat):
Uppléses i vatten sd ate 1 liter erhills.

NaHCO; (natriumhydrogenkarbonat):
Upploses 1 vatten si att 1 liter erhills.

KCl (kaliumklorid):
Upploses i vatten sa att 1 liter erhills.

Rekonstituerat utspidningsvatten

Blanda 25 ml av de fyra stamlésningarna med vatten sd att 1 liter erhélls.

Syrsite tills koncentrationen av upplést syre ir lika med luftmittnadsvirdet.

pH-virdet skall vara 7,8 +0,2.

Justera vid behov pH-virdet med NaOH (natriumhydroxid) eller HCI (saltsyra).

11,76 g

493 g

2,59 ¢

0,23 g

Det saledes framstillda utspidningsvattnet sitts it sidan i ungefir 12 timmar och skall inte syrsittas ytrerligare.

Summan av Ca- och Mg-jonerna i denna losning ar 2,5 mmol per liter. Férhillandet mellan Ca- och Mg-jonerna
ir 4:1 och mellan Na- och K-jonerna 10:1. Den totala alkaliniteten hos denna 16sning 4r 0,8 mmol per liter.

Avvikelser vid framstillningen av utspidningsvattnet fir inte indra vattnets sammansattning eller egenskaper.

Tilligg 2

Sammanfattning av resultaten av en EEG-ringtest utférd 1978 (dven angivet i hinvisning 2).

Anmdrkning: syftet med detta ringtest var att bestimma 24 timmars EC,,.
Anvinda imnen:

1. Kaliumdikromat

2. Tetrapropylbensensulfonat

3. Natriumtetrapropylbensensulfonat

4. Kaliumtriklor-2,4,5-fenoxyacetat

Amne Antal deItagande Antal resu!tar for EC,4-24-timmar mg/
laboratorier berikning medel
1 46 129 1,5
2 36 108 27,0
3 31 84 27,0
4 32 72 770,0
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Tilligg 3
Exempel pa kurva dver koncentration mot immobiliseringsprocent

Exempel pi bestimning av ECs, pé log-probit-papper
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C.3. TEST AV TILLVAXTHAMNING PA ALGER

1. METOD

1.1 INLEDNING
Syftet med denna test ar att bestimma ett dmnes verkningar pé encelliga gronalgarters tillvixt. Vid relative kort-
variga (72 timmar) tester kan verkningarna &ver flera generationer utvirderas. Denna metod kan justeras si att
den kan anvindas i samband med flera encelliga algarter varvid en beskrivning av den anvinda metoden maste
anges tillsammans med testrapporten.
Denna metod ir enklast att anvinda for vattenlosliga dmnen som under testbetingelserna sannolikt kommer att
forbli i vattnet.
Metoden kan anvindas f6r imnen som inte har direkt inverkan pd mitningen av algtillvixt.
-Det ir 6nskvirt att innan testet inleds ha s3 mycket information som méjligt om dmnets 18slighet i vatten, ing-
tryck, kemiska stabilitet, dissociationskonstanter och nedbrytbarhet.
Ovrig information (t. ex. strukturformel, renhetsgrad, art och procent av betydande orenheter, nirvaro och
mingd av tillsatsimnen samt n-oktanol/vatten-férdelningskoefficient) bor beaktas bide vid planeringen av testet
och vid tolkning av resultaten.

1.2. DEFINITIONER OCH ENHETER
Cellkoncentration: antalet celler per milliliter.
Tillvixt: f5rokningen av cellkoncentrationen under testperioden.
Tillvixttakt: forokningen av cellkoncentrationen per tidsenhet.
I denna metod avses med ECs, den testimneskoncentration som medfor en 50-procentig reduktion av antingen
tillvixten (E,Cso) eller tillvixttakten (E,Cs,) i férhillande till kontrollproven.
I denna metod avses med NOEC (no observed effect concentration) den hogsta testkoncentration dir de upp-
mitta koncentrationerna inte visar ndgon betydande tillvixthimning i férhillande till kontrollvirdet.
Alla koncentrationer av testimnet anges i vikt per volym (milligram per liter). De kan ocksi uttryckas som vikt
per vikt (mg. kg*).

1.3, REFERENSAMNEN

En referensimne kan anvindas fr att pavisa att testartens kinslighet inte har andrats visentligt under f6rsoks-
betingelserna 1 laboratoriet.

Om en referensimne anvinds bor resultaten anges i testrapporten. Kaliumdikromat kan anvindas som referens-
amne, men dess firg kan pdverka den ljuskvalitet och intensitet som ir tillgingligt f6r cellerna och dven spek-
trofotomeriska bestimningar om siddana anvinds. Kaliumdikromat har anvints i en internationell inter-
laboratorietest (se hinvisning 3 och tilligg 2).
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1.4. TESTMETODSPRINCIP

Ett grinstest kan utféras med 100 mg per liter f6r att konstatera att EC,, ir storre in denna koncentration.

Kulturer av utvalda gronalger med expotentiell tillvixt exponeras for olika koncentrationer av testimnet Sver
flera generationer under vil definierade testbetingelser.

Testlosningarna inkuberas 1 72 timmar och under denna period mits celltitheten minst var 24:e timme Tillvixt-
himningen i férhillande till en kontrollkultur bestiams.

1.5. KVALITETSKRITERIER

Kvalitetskriterierna giller fér sivil grinstestet som den fullstindiga testmetoden.
Cellkoncentrationen i kontroltkulturerna skall ha 6kats med en faktor pd minst 16 inom tre dagar.
Koncentrationer av testimnet skall ligga 6ver 80 % av startkoncentrationen under hela testperioden.

Fér imnen som ir littlésliga i testmediet och ger stabila l6sningar, dvs. zmnen som inte i hog grad féringas,
bryts ned, hydrolyseras eller adsorberas, kan startkoncentrationen antas vara lika med den nominella koncen-
trationen. Det skall bevisas att koncentrationen bibehillits under hela testet och att kvalitetskriterierna ir upp-

fyllda.

For amnen som ar

1) svarlosliga i testmediet eller

ii) kan skapa stabila emulsioner eller dispersioner eller
iil) ir ostabila i vattniga 19sningar

skall det som virde for startkoncentrationen anvindas den koncentration som ir uppmatt vid testets inledning.
Koncentrationen bestams sedan jamvikt uppnitts.

I alla dessa fall skall ytterligare mitningar goras under testets ging for att sikerstilla att koncentrationen har
bibehillits och att kvalitetskriterierna har varit uppfyllda.

Det erkinns att en visentlig mingd testimne kommer att finnas i algbiomassan vid testets avslutning. For att
bevisa 6verensstimmelse med ovan nimnda kvalitetskriterier bér bide den del av testimnet som finns i biomas-
san, och den del som finns i lésningen (eller om det inte ir tekniske méjligt, matt i vattenkolonnen) beaktas.
Eftersom det kan villa betydliga tekniska problem att bestimma testimneskoncentrationen i algbiomassan kan
Sverensstammelse med kvalitetskriterierna uppfyllas genom att anvinda en testbehillare med den hégsta méjliga
imneskoncentrationen men utan alger, i vilken koncentrationen i 16sningen (eller om det inte ir tekniskt mojligt,
i vattenkolonnen) mits vid testperiodens bérjan och slu.

1.6. METODBESKRIVNING
1.6.1. Reagenser
1.6.1.1. Losningar av testdmnen

Stamlosningar av erforderlig styrka framstills genom att testimnet uppléses i avjoniserat vatten eller vatten
enligt 1.6.1.2.

De valda testkoncentrationerna framstills genom tillsittning av en passande mingd testimne till algférkulturer
(se tilligg 1). Amnen testas normalt endast upp till grinsen fér lslighet. Fér vissa dmnen (t. ex. imnen som ir
svarlosliga 1 vatten, som har ett hogt P, -varde, eller som bildar en stabil dispersion och inte en riktig upplos-
ning) accepteras att det anvinds en testkoncentration som ir storre dn 13sligheten for att sikerstilla att den hog-
sta uppldsta/stabila koncentration har nétts. Det dr dock viktigt att denna koncentration inte pé annat sitt for-
stor testmetoden (t. ex. bildandet av en hinna av imnet p3 vattenytan som forhindrar syrsittning av vattnet, etc.).
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1.6.1.2.

Ultraljud, organiska lésningsmedel, emulgeringsmedel eller dispergeringsmedel kan anvindas for att framstilla
stamlSsningar av imnen som ar svarlSsliga 1 vatten och f6r att dispergera sidana imnen i testmediet. Om till-
satsimnen anvinds skall alla testkoncentrationer innehlla samma mingd av tillsatsimnet och en extra kontroll-
grupp skall anvindas som utsitts for samma koncentration av tillsatsimnet som anvinds i testserien. Sidana till-
satsimnen anvinds i ligsta mojliga koncentration och fir aldrig vara stdrre in 100 mg per liter i testmediet.

Testet skall goras utan justering av pH-virdet. Om det finns tecken p3 en markant f6rindring av pH-virdet
rekommenderas att testet upprepas med pH-justering och att resultaten rapporteras. I detta fall skall pH-virdet
1 stamlosningen justeras efter pH-virdet i utspidningsvattnet, om det inte finns sirskilda skil som talar mot
detta. HCI och NaOH ir forstahandsvalen fér detta dndamil. Denna pH-justering skall géras p3 ett sidant sitt
att testimnets koncentration i stamlosningen inte dndras i nigon signifikant grad. Om justeringen medfér nigon
kemisk reaktion eller fysisk utfillning av testimnet skall detta rapporteras.

Testmedium

Vattnet skall vara destillerat vatten av god kvalitet och avjoniserat vatten med en ledningsf6rmaga pa mindre in
5 uSem. Vattendestillationsapparatur fir inte innehilla delar av koppar.

Féljande medium rekommenderas:

Fyra staml6sningar framstills i enlighet med nedanstiende tabell. Stamlésningarna steriliseras genom autoklave-
ring eller membranfiltrering, varefter de forvaras vid 4 °C skyddade mot ljus. Stamlosning nummer 4 skall ste-
riliseras genom membranfiltrering. Testlésningarnas slutliga niringsimneskoncentration uppnis genom fértun-
ning av stamlésningarna.

Niringsidmne Koncentration i staml6sningen Slutkoncentration i stamlsningen
Stamlosning 1: makroniringsimnen
NH,CI 1,5 g/l 15 mg/1
MgCl,.6H,O 1,2 g/l 12 mg/1
CaCl,.2H,0 1,8 g/l 18 mg/]
MgSO,.7H,0 1,5 g/l 15 mg/]
KH,PO, 0,16 g/l 1,6 mg/]
Stamlésning 2: Fe-EDTA
FeCl,.6H,0 80 mg/1 0,08 mg/l
Na,EDTA.2H,0 100 mg/l 0,1 mg/1
Stamlésning 3: spirimnen
H,BO, 185 mg/l 0,185 mg/!
MnCl,4H,0 415 mg/1 0,415 mg/]
ZnCl, 3 mg/l 3x 107 mg/l
CoCl,.6H,0 1,5 mg/] 1,5 x 10 mg/]
CuCl,.2H,0 0,01 mg/] 10 mg/l
Na,Mo00,.2H,0O 7 mg/] 7 x 107 mg/]
Stamldsning 4: NaHCO,
NaHCO, 50 g/l 50 mg/!

Efter ekvilibrering med luft ir detta mediums pH ca 8.
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1.6.2. Apparatur
— Normal laboratorieutrustning.

— Testkolvar av passande volym (250 ml koniska flaskor ar t. ex. lampligt nar testimnets volym ar 100 ml).
Alla testkolvar skall vara identiska, bide vad betriffar material och dimensioner.

— Odlingsapparatur: ett skip eller en kammare med en temperatur av 21-25 °C med en tolerans av £ 2 °C och
med oavbruten enhetlig belysning i spektralomridet 400-700 nm. Vixtbetingelserna, inbegripet ljusstyrkan,
anses tillfredsstillande om kontrollkulturer uppnir den rekommenderade tillvixttakten.

En ljusintensitet i omridet 60-120 pE/m2-s"! (35 till 70 x 10'® fotonerm.2. s'!) rekommenderas nir den mits
1 omradet 400-700 nm med en limplig mottagare. Fér ljusmitningsinstrument kalibrerade i lux ir den mot-
svarande limpliga nivén 6 000-10 000 lux.

Denna ljusintensitet kan uppnis med hjilp av 4-7 universella fluorescerande vita lampor (ljustemperatur pa
ca 4300 K) placerade p3 ett avstind av 0,35 m frin algkulturen.

— Miitningar av cellkoncentrationen skall goras genom direkt rikning av levande celler, t. ex. med hjilp av ett
mikroskop med rakningskammare. Andra metoder (fotometri, turbidimetri, m. fl.) kan dock anvindas om
de ir tillrickligt kinsliga och visar sig vil korrelerade med cellkoncentrationen.

1.6.3. Testorganismer

Det foreslds att de gronalger som anvinds ir av en snabbvixande art som ir limplig fér odling och test. Féljande
arter anses limpliga:

— Selenastrum capricornutum, t. ex. ATCC 22662 eller CCAP 278/4,

— Scenedesmus subspicatus, t. ex. 86.81 SAG

Anmiirkning:

ATCC = American Type Culture Collection (USA).
CCAP = Culture Centre of Algae and Protozoa (UK)
SAG = Collection of algal culture (Géttingen, Tyskland)

Om andra arter anvinds miste stammen anges.

1.64. Testets utformning

Genom inledande tester bestims det koncentrationsomride dir verkningar kan forvintas intrida.

De tvd mitningarna av vixten (biomassa och tillvixttakt) kan leda till vitt skilda resultat f6r tillvixthimning.
Bada skall anvindas i de inledande testerna s3 att det sikerstalls att bide E,C.; och E ,Cs, kan virderas utifrin
den geometriska serie som viljs for koncentrationerna.

Cellkoncentrationen vid forsikets inledning

Det rekommenderas att den initiala cellkoncentrationen i testkulturerna ir ca 10* celler/ml for Selenastrum
capricornutum och Scenedesmus subspicatus. Om andra arter anvinds skall biomassan vara jimf6rbar.

Testimnekoncentrationer

For testet anvinds minst fem koncentrationer som bildar en geometrisk serie med en koncentration av hégst 2,2
viljas ut. Den ligsta koncentrationen bér inte ha nigra synbara verkningar pé algens tillvixt. Den hogsta kon-
centration som testas bor himma tillvixten med minst 50 % 1 forhallande till kontrollkulturen och helst stoppa
tillvixten helt.
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Replikater och kontrollkoncentrationer
Testets utformning bor inbegripa tre replikater vid varje testkoncentrationsnivi. Tre kontrollkulturer utan
testimne skall anvindas och vid behov, skall iven tre kontrollkulturer som innehiller tillsatsimnet anvindas.
Om det finns rimliga skil kan testets utformning indras s3 att antalet koncentrationer 6kas och antalet replikater
per koncentration minskas.
Testforfarande
Testkulturer framstills med den 6nskade testimneskoncentrationen och den énskade mingd alginokulat genom
tillsittning av stamlosning av testimnet till en passande mingd algforkultur (se tilligg 1).
Testkolvarna skakas och placeras i odlingsapparaturen. Algcellerna hills i suspension genom skakning, omrér-
ning eller genombubbling med luft s3 att det blir bittre luftvixling och mindre pH-variationer i testlosningarna.
Kulturerna férvara si en temperatur mellan 21 och 25 °C som hills konstant inom = 2 °C.
Cellkoncentrationen i varje kolv bestims minst tre ginger nimligen 24, 48 och 72 timmar efter inledning av for-
soket. Nir cellkoncentrationen mits pa annat sitt in genom direkt rikning anvinds filtrerat algmedium med den
ifrigavarande testimneskoncentrationen fér bestimning av bakgrundsvirden.
pH mits vid forsokets inledning och efter 72 timmar.
Kontrollkulturernas pH fir normalt inte avvika med mer 4n 1,5 under forsoket.
Test av flyktiga dmnen
Det finns dnnu ingen allmint erkind metod for test av flyktiga imnen. Om man vet att ett amne har en tendens
att férdngas kan man anvinda slutna testkolvar med okat luftutrymme ovanfér vitskan. Méjligheten av brist pa
CO, bor beaktas vid berdkning detta extra luftutrymme. Forslag pé variationer av denna metod har lagts fram
(se hinvisning 4).
Man bor forsoka att bestimma den miangd dmne som édterstdr i 15sningar, varvid yttersta forsiktighet bor iakttas
vid tolkning av resultaten av tester med flyktiga kemikalier i ett slutet system.
Griénstest
Genom anvindning av férfarandena som beskrivs i denna testmetod kan ett grinstest utforas med 100 mg per
liter for att konstatera om LCsj ar storre dn denna koncentration.
Om dmnet ir av sidan art att man inte kan erhilla en koncentration av 100 ml per liter i testvattnet utfors grans-
testet vid dmnets mattnadskoncentration (eller den hégsta koncentrationen vid vilken det bildas en stabil disper-
sion) 1 det anvinda mediet (se dven 1.6.1.1).
Grinstestet utférs minst som en tredubbelbestimning och med kontrollkulturer av samma storlek. Bide mitning
av vixten (biomassa och tillvixttakt) anvinds i grinstestet.
Om biomassan eller tillvixttakten ir minst 25 % ligre 1 grinstestet in i kontrollkulturen skall en fullstindig
undersokning utforas.

2. DATA OCH UTVARDERING

De uppmiitta cellkoncentrationerna i testkulturerna och kontrollkulturerna skall stillas upp i tabellform tillsam-
mans med koncentrationerna av testimnena och tidpunkterna fér mitningarna. Medelvirdet av cellkoncentra-
tionen for varje testimneskoncentration och fér kontrollkulturerna ritas in mot tiden (0-72 timmar) si att vixt-
kurvor erhills.

For bestimning av forhillandet mellan koncentration och verkan bor foljande tvd metoder anvindas. Vissa
imnen kan stimulera tillvixt vid 1ga koncentrationer. Endast datapunkter som anger att himningen ir mellan 0
och 100 % skall beaktas.
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2.1. JAMFORELSE AV AREALER UNDER VAXTKURVORNA

Arealen mellan vixtkurvorna och den horisontella linjen N = N kan beriknas efter denna formel:

N,-N N, + N, - 2N N__,+N_-2N,

A= 12 °xt1+ L 22 0)<(t2—t1)+...+—t—1—2—“———°><(tn—tIVI)
dir:
A = areal
N, = nominellt antal celler per ml vid tidpunkten t, (inledningen av testet)
N; = uppmitt antal celler vid tidpunkten t,
N, = uppmitt antal celler vid tidpunkten t,
t; = tidpunkt fér forsta mitning efter testets inledning
t, = tidpunkt for né® mitning efter testets inledning
n = antal mitningar gjorda efter inledning av testet.

Den procentuella himning av celltillvixten for varje testkoncentration (I,) beriknas efter fljande formel:

A -
I, = °AA‘x100

c

>
I

arealen mellan vixtkurvan fér kontrollkulturen och den horisontella linjen N = N,

>
1

arealen mellan vixtkurvan vid koncentrationen t och den horisontella linjen N = N,

I,-virdena avbildas pa semilogaritmiskt papper eller semilogaritmiskt probitpapper mot motsvarande koncen-
trationer. Om probitpapper anvinds dras den bésta rita linjen, antingen med 6gonmitt eller genom regressions-
berikning.

EC;,-varde beriknas frin regressionslinjen genom att lisa av koncentrationen som motsvarar 50 % himning
(I, =50 %). Som en entydig beteckning f5r detta virde foreslas att man i samband med denna berikningsmetod
anvinder symbolen E,C;,. Det ir viktigt att E,Cs, anges med limplig exponeringsperiod, t. ex. E,Cs, (0 - 72 h).

22. JAMFORELSE AV TILLVAXTTAKT

Den genomsnittliga specifika tillvixttakten (u) f6r kulturer med exponentiell tillvixt kan beriknas som:

InN_-1InN,
p R ———

t -t
dir t, dr tiden vid testets inledning.

Alternativt kan den genomsnittliga specifika tillvixttakten for varje tillvixttakt hirledas av regressionslinjens lut-
ning i en avbildning av In N mot tiden.

Den procentuella reduktionen av den genomsnittliga tillvixttakten for varje testimnekoncentration (Ipt) berak-
nas efter féljande formel:

B~
Ty = S5 100
dar
B, = genomsnittliga tillvixttakten for kontrollkulturen.
U, = specifika genomsnittliga tillvixttakten for testkoncentration
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Den procentuella reduktionen av den genomsnittliga tillvixttakten {6r varje testimnekoncentration jimfort med
kontrollvirdena avbildas mot logaritmen till koncentrationen. Deras EC,, kan avlisas av den dirvid framkomna
grafen. Som en entydig beteckning fér det EC,-virde som beriknas med denna metod féreslds att man anvin-
der symbolen E,Cj,. Tidpunkterna fér mitningarna skall anges. Om t. ex. virdet galler observationstidpunkterna
0 och 72 timmar blir symbolen E.C,, (0-72 h).

Obs.: Tillvixttakten ir en logaritmisk term, och sm3 indringar i tillvixttakten kan medféra stora indringar i bio-
massan. E,C och E,C ir dirfor inte numeriskt jimforbara virden.
2.3, BERAKNING AV NOEC-VARDEN
Den koncentration dir man inte kan iaktta nigon verkan (NOEC-virden) bestims genom en limplig statistisk
metod for jimforelse av flera prover (t. ex. variationsanalys eller Dunnetts test), som anvinds pi de enskilda vir-
dena av arealerna under vixtkurvorna A (se 2.1) eller av de specifika tillvixttakterna p (se 2.2).
3. RAPPORTERING
Testrapporten skall om mojligt innehilla f6ljande uppgifter:
— Testamne: Data for kemisk identifiering.
— Testorganismer: Hirkomst, laboratoriekultur, stamnummer, odlingsmetod.
— Testbetingelser:
— Datum for inledning och avslutning av testet samt testets varaktighet.
— Temperatur.
— Mediets sammansittning.
— Odlingsapparatur.
— pH-virde av 18sningar vid bérjan och slutet av testet (om pH-virdet avviker med mer in 1,5 enheter
miste orsaken till detta anges).
— Anvind vehikel och metod f6r 16sning av testimnet samt vehikelns koncentration i testlosningen.
— Ljusintensitet och kvalitet. -
— Testade koncentrationer (uppmitta eller nominella),
— Resultat:
— Cellkoncentration fér varje kolv vid varje mittidpunkt och metod for mitning av cellkoncentration.
— Genomsnittligt virde av cellkoncentrationer.
— Tillviaxtkurvor.
— Grafisk framstillning av férhillandet mellan koncentration och verkan.
— EC-virde och berikningsmetod.
— NOEC.
— Andra observerade verkningar.
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Europeiska gemenskapernas officiella tidning 06/Vol.

06

nlldgg 1

Exempel pd en metod for odling av alger

Allminna kommentarer

Syftet med odling pa grundval av nedanstiende metoder ar att framstilla algkulturer f6r toxicitetstest.

Limpliga metoder anvinds for att sikerstilla att algkulturerna inte infekteras med bakterier (ISO 4833). Axe-
niska kulturer kan under vissa omstindigheter vara 6nskvirda men det ir visentligt att kulturerna uteslutande
bestir av alger.

Alla operationer skall foretas under sterila férhillanden for att undvika fororening med bakterier eller med andra
alger. Kontaminerade kulturer kasseras.

Metoder for framstillning av algkulturer

Framstillning av néringslosningar (medier)

Substratet kan framstillas genom fortunning av koncentrerade niringsimneslosningar. For fasta substrater till-
sitts 0,8 % agar. Endast sterila substrat anvinds. Autoklavering kan leda till férlust av NH;.

Stamkultur

Stamkulturerna ir smd algkulturer som regelbundet Gverfors till et friskt medium och som anvinds som
utgingstestmaterial. Om kulturerna inte anvinds regelbundet stryks de ut pd bojda agarrér. De Sverfors till ett
firskt medium minst var annan méinad.

Stamkulturerna odlas i koniska kolvar med det limpliga mediet (volymen ca 100 ml). Nar algerna inkuberas vid
20 °C i konstant ljus kravs veckovis dverforing.

Under 6verforingen avsatts en viss mangd “gammal” kultur med sterila pipetter i en kolv med firskt medium si
att initialkoncentrationen i friga om de snabbvixande arterna ir ca 100 ginger mindre 4n i den gamla kulturen.

En arts tillvixttakt kan bestimmas utifrin tillvaxtkurvan. Om denna ir kind 4r det méjligt att se vid vilken tit-
het kulturen skall 6verforas till det nya mediet. Detta miste goras innan kulturen nir dodfasen.

Forkultur

Avsikten med foérkulturen ir att f3 en mingd alger som ar lampliga for inokulering av testkulturer. Férkulturen
inkuberas under testbetingelser och anvinds medan den fortfarande vixer exponentiellt, normalt efter en inku-
bationsperiod pi omkring tre dagar. Om algkulturerna innehdller missbildade eller abnorma celler skall de
slingas.

Tilligg 2

ISO 8692 — Water quality — Fresh water algal growth inhibition test with Scenedesmus subspicatus and Selenast-
rum capricornutum rapporterar foljande resultat for ett test av kaliumdikromat med 16 deltagande laboratorier:

Medel (mg/1) Omride (mg/1)

E,Cs, (0-72 h) 0,84 0,60 till 1,03
EpCso (0-72 h) 0,53 0,20 dll 0,75
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C. 4. BESTAMNING AV “LATT” BIONEDBRYTBARHET

DEL L ALLMANNA PRINCIPER

I.1. INLEDNING
Sex metoder for screening av kemikalier f6r latt bionedbrytning i ett aerobt vattenmedium beskrivs:
a) Eliminering av upplést organiskt kol (DOC) (Metod C.4-A).
b) Modifierat OECD-screeningtest — eliminering av DOC (Metod C.4-B).
¢) Koldioxid (CO,) utvardering (Modifierat Sturmtest) (Metod C.4-C).
d) Manometrisk respiration (Metod C.4-D)
e) Closed Bottle Test (Metod C.4-E).
f) MITI (Ministry of International Trade and Industry - Japan) (Metod C.4-F).
Del 1 innehéller allminna och generella kommentarer till alla sex tester. I del II-VII finns det som ir specifikt for
de enskilda testerna. Tilliggen innehéller definitioner, formler och vigledande upplysningar.
1988 genomférde OECD ett ringtest som visade att metoderna ger inbordes overensstimmande resultat. En
bestimd metod kan dock féredras allt efter det undersékta dmnets fysiska egenskaper.

1.2 VAL AV METOD

For att kunna vilja den limpligaste metoden ar det viktigt att kanna till kemikaliens 16slighet, dngtryck och
adsorptionsegenskaper. Den kemiska strukturen eller formeln bor vara kind f6r att kunna berikna teoretiska
virden och kontrollera uppmitta virden av parametrar, t. ex. ThOD, ThCO,, DOC, TOC och COD (se bila-
gorna 1 och 2).

Testkemikalier som ar 16sliga i vatten med 100 mg/liter kan utvirderas genom samtliga metoder, under forut-
sittning att de ar icke-flyktiga och icke adsorberande. Av tabell 1 framgir vilka metoder som ir limpliga for
kemikalier som ér svarlosliga i vatten, flyktiga eller adsorberande. I bilaga I beskrivs hur man skall géra med
kemikalier som ir svirupplosliga i vatten och flyktiga kemikalier. Moderat flyktiga kemiska imnen kan testas
genom DOC elimineringsmetoden om det finns tillrickligt med luftrum i testkirlet (som skall stingas pa limp-
ligt sitt). I detta fall miste en abiotisk kontroll anvindas som tilliter eventuell fysisk forlust.

Tabell 1: Tillimpning av testmetoder

Limplighet fér dmnen som ir
Test Analytisk metod -
svérlosliga flyktiga adsorberande

DOC-eliminering Upplost organiskt kol — — +/-

Mod. OECD DOC-elim. Upplést organiskt kol — — +/-
Respirometri: CO,

CO, utvirdering bedémning + — +
Manometrisk respirome-

Manometrisk respirometri tri: syreférbrukning + +/- +
Respirometri: upplost

Closed bottle syre +/- + +
Respirometri:

MITI syreforbrukning + +/- +
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Uppgifter om de relativa proportionerna av testmaterialets huvudbestindsdelar ir till nytta vid tolkningen av de
erhillna resultaten, sirskilt om resultaten r liga eller marginella.

Uppgifter om testkemikaliens toxicitet for bakterier (bilaga IV) kan vara till nytta vid valet av limpliga testkon-
centrationer och vara avgorande vid tolkningen av 1iga bionedbrytbarhetsvirden.

L3. REFERENSAMNEN

For att kontrollera forfarandet anvinds referensimnen som uppfyller kriterierna for latt bionedbrytbarhet och
som testas 1 en separat kolv parallellt med de 6vriga proverna.

Anilin (firske destillerat), natriumacetat och natriumbensoat ar lampliga kemikalier. Alla dessa referenskemika-
lier bryts ned vid dessa metoder dven nir inget inokulat tillsacts.

Det har foreslagits att man borde soka efter en referenskemikalie som ir litt nedbrytbar men som kriver till-
sittning av inokulat. Kaliumhydrogenftalat har foreslagits men det behévs mer bevis innan detta imne kan god-
tas som ett referensimne.

I metoder som baseras pd respirometri kan kvavehaltiga féreningar paverka syreupptagningen pd grund av nitri-
fikation. (se bilagor II och V).

L4. TESTMETODSPRINCIP

Testimnet uppléses eller uppslammas i ett oorganiskt testmedium, inokuleras och inkuberas under aeroba for-
hillanden 1 morker eller diffust ljus. Den del av DOC i 16sningen som stammar frin inokulat skall vara s3 ligt
som mdjligt i jimférelse med den del som stammar frén testimnet. Man skall ta hinsyn till inokulatets endogena
aktiviteter genom att kora parallella blindprov med inokulat men utan testimne i l6sningen, iven om cellernas
endogena aktivitet under nirvaro av amnet inte exakt motsvara denna i den endogena kontrollen. Ett referens-
imne anvinds parallellt for att kontrollera hur férfarandena fungerar.

I allminhet {5ljs nedbrytning genom bestimning av parametrar, sisom DOC, CO,-produktion och syreupptag-
ning, och mitningar gors tillrickligt ofta fér att mojliggora identifiering av borjan och slutet av bionedbryt-
ningen. Mitningarna gors kontinuerligt med automatiska respirometrer. Under tiden mits bide DOC och en
annan parameter, men detta sker normalt endast i borjan och slutet av testet. Specifika kemiska analyser kan
ocksd anvindas for att bedéma primir nedbrytning av testimnet, och for bestimning av koncentrationen av
eventuella mellanprodukter (obligatoriskt i MITI-testet).

Testet vara normalt i 28 dagar. Nir bionedbrytningskurvan har ndtt en platd vid minst 3 mitningar kan dock
testet avbrytas. Om kurvan visar att bionedbrytning har borjat men innu inte nitt en platd inom 28 dagar kan
testet forlingas utdver denna period.

L5. KVALITETSKRITERIER

L5.1. Repeterbarhet

Till f6ljd av bionedbrytningens natur och den blandade bakteriepopulationen i inokulat, bér minst dubbla
bestimningar goras.

Det ir en allmin erfarenhet att variationen mellan replikat blir mindre ju storre startkoncentrationer av mikro-
organismer i testmediet ar. Ringtester har dessutom visat att det kan finnas stora variationer mellan resultat som
erhillits av olika laboratorier, men generellt uppnis god Gverensstimmelse med litt bionedbrytbara foreningar.
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15.2.

Le.

Testets giltighet

Ett test anses giltigt om skillnaden mellan de tvi yttersta virdena for testimnets forsvinnande vid en multibe-
stimning i platifasen, vid avslutning av testet eller vid avslutningen av 10-dagarsfénstret ir mindre in 20 % och
om den procentuella nedbrytbarheten av referensimnet har natt nivan for litt bionedbrytbarhet inom 14 dagar.
Om inte bida villkoren uppfylls upprepas testet. P4 grund av stringensen i detta test behover ett ligt resultat inte
nédvindigtvis betyda att testimnet inte ir bionedbrytbart under miljobetingelser utan det pekar pi att det krivs
mer arbete {Or att faststilla detta.

Om nedbrytningen i ett toxicitetstest med bade testimne och referenskemikalie ir mindre in 35 % (baserad pa
DOQC) eller 25 % (baserad pad ThOD eller ThCO,) inom 14 dagar méiste man anta att testimnet ir himmande (se
iven bilaga 4). Testserien upprepas, om méjligt med ligre testimneskoncentrationer och hégre inokulatkoncen-
tration, dock hdgst 30 mg/fast dmne/liter.

ALLMANNA FORFARANDEN OCH FORBEREDELSER

’

Allminna villkor som giller f6r testerna sammanfattas i tabell 2. Apparatur och andra férsoksbetingelser som
giller specifikt for ett individuellt test beskrivs senare under rubriken f5r det testet.

Tabell 2: Testbetingelser

. Modifierad
Test .D.OCT COZT Manf)mems!( OECD Closed MITI()
eliminering utveckling respirometri . bottle
screening
Koncentration
av testimnet
som mg/l 100 2-10 100
mg/DOC/1 1040 10-20 1040
mg/ThOD/1 50-100 5-10
Koncentration < 30 mg/l SS 0,5 ml s5mlav 30 mg/1 SS
av inokulat eller < 100 ml utflode/l sekundirt utfléde/1 (107- 108)
(i celler/l, (107 - 108) utflode/l (10*- 109)
cirka) (10%)
Koncentration
av element i
mineralmedium
(i mg/l)
P 116 11,6 29
1,3 0,13 1,3
Na 86 8,6 17,2
K 122 12,2 36,5
Mg 2,2 22 6,6
Ca 9,9 9,9 29,7
Fe 0,05-0,1 0,05-0,1 0,15
pH-virde 7,402 helst 7,0
Temperatur 2222 °C 25%1°C
DOC = Upplést organiskt kol ThOD = Teoretiskt syrebehov SS = Suspenderat fast imne
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Le6.1. Utspadningsvatten

Avjoniserat eller destillerat vatten utan innehill av toxiska substanser (t. ex. Cu™ joner) anvinds. Det fir inte
innehalla mer 4n 10 % av det organiska kol som tillférs med testimnet. Denna hoga renhet ir nédvindig for att
undvika héga blindvirden. Fororeningar kan stamma frin naturliga orenheter och frin jonbyteshartser och
material frin bakterier och alger. Till en testserie fir endast vatten frin samma behéllare anvindas och detta vat-
ten skall kontrolleras i f6rvig genom DOC-analys. En sidan kontroll ir inte nodvindigt for Closed Bottle test,
men syreforbrukningen frin vattnet skall vara ligt

L6.2. Stamldsningar av oorganiska medier

Stamlosningar framstills av oorganiska medier med passande koncentrationer av salt for anvindning vid fram-
stillning av testlosningarna. Foljande stamlésningar kan (med olika fortunningsférhillanden) anvindas for
DOC-eliminering, modifierad OECD-screening, CO,-utveckling, manometrisk respirometri och Closed Bottle

test.

Stamlosningar:

a)  Monokaliumdiviteortofosfat, KH,PO, 8,50 g
Dikaliumviteortofosfat, K,HPO, 21,75 ¢
Dinatriumviteortofosfat-dihydrat, Na,HPO, - 2H,0 3340 ¢
Ammoniumklorid, NH,Cl 0,50 g
Uppléses i vatten s att 1 000 ml erhélls. pH-virdet skall vara 7,4.

b)  Kalciumklorid CaCl, 2750 g
eller kalciumklorid, dihydrat, CaCl, - 2H,O 36,40 g
Uppléses i vatten sa att 1000 ml erhills

¢)  Magnesiumsulfat-heptahydrat, MgSO, - 7H,0O 2250¢g
Upploses 1 vatten si att 1 000 ml erhills

d)  Jarn(IIl)klorid-hexahydrat FeCl, - 6H,O 0,25 ¢g

Upploses i vatten s att 1 000 ml erhills (1.6.1.1).

Kommentar: For att undvika att behova framstilla denna 16sning omedelbart fore anvindning tillsitts 1 droppe
koncentrerat HCI eller 0,40 g etylendiaminotetraittiksyra (EDTA) per liter.

16.3. Stamlosningar av kemikalier

Om lésligheten ar storre dn 1 g/l upplses t. ex. 1-10 g av test- eller referenskemikalien i avjoniserat vatten, och
det fortunnas till 1 liter. I motsatt fall framstills stamldsningen i det oorganiska mediet, eller kemikalier tillsitts
direkt till det oorganiska mediet. Jimfér tilligg 111 for hantering av mindre l6sliga kemikalier. I MITI-testet
(metod C.4-F) far dock varken 16sningsmedel eller emulgatorer anvindas

1.6.4. Inokulat

Inokulat kan stamma frin en rad olika killor, t. ex. aktivt slam, spillvattensavlopp (ej klorerat), ytvvatten och
ytjord eller en blandning av dessa. Aktivt slam fér DOC-eliminering, CO,-utveckling och manometrisk respi-
rometri skall tas frin ett reningsverk eller ett laboratorium, som huvudsakligen behandlar avloppsvatten frin
hushall. Inokulat frin andra killor har visat sig leda till strre spridning av resultaten. Fér modifierad OECD-
screening och Closed Bottle- testet krivs ett mer utspatt inokulat utan slampartiklar, och som killa foredras
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1.6.4.1.

L6.4.2.

L.6.5.

1.6.6.

sekundirt avloppsvatten frin ett reningsverk som behandlar avloppsvatten frén hushill eller en anliggning i
laboratorieskala. For MITI-testet framstills inokulat frin en blandning av killor, vilket beskrivs under detta spe-
cifika test.

Inokulat frin aktiverat slam

Ett firskt prov av aktiverat slam tas frin en luftningsbassing vid ett reningsverk eller en laboratorieanliggning
som huvudsakligen behandlar avloppsvatten fran hushill. Vid behov avligsnas grova partiklar genom filtrering
genom en finmaskig sikt och slammet hills direfter aerobt.

Alternativt utfills eller centrifugeras slammet (t. ex. vid 1100 g i 10 minuter) sedan grova partiklar tagits bort.
Supernatanten avlagsnas. Slammet kan tvittas i oorganiskt medium. Det koncentrerade slammet uppslammas till
en koncentration av 3-5 g uppslammat torrimne per liter, varefter det luftas fram till anvindning.

Slammet skall tas frin en ordentligt fungerande normal anliggning. Om det ir nédvindigt att ta slammet frin ett
starkt belastat reningsverk, eller om man anser att det innehiller himmande imnen, maste det tvittas. Utfill eller
centrifugera det omsuspenderade slammet efter noggrann blandning, avligsna supernatanten och slamma ateri-
gen upp det tvittade slammet i en ytterligare mingd oorganiskt medium.

Strax fore anvindning tas ett prov av det fullstindigt uppslammade slammet eller av det obehandlade slammet,
for bestimning av mingden uppslammat torrimne.

Ett annat alternativ dr att homogenisera aktiverat slam (3-5 g uppslammat torrimne per liter). Slammet behandlas
i en mekanisk blandare i 2 minuter vid medelhastighet. Det homogeniserade slammet for utfalla i 30 minuter
eller vid behov langre, och vitskan dekanteras for anvindning som inokulat 1 en mingd av 10 ml per liter oor-
ganiskt medium.

Andra inokulatkdllor

Det kan framstallas av sekundirt avloppsvatten frin ett reningsverk eller en laboratorieanliggning som huvud-
sakligen behandlar avloppsvatten frin hushill. Ett firskt prov tas och forvaras under aerobiska forhéllanden
under transporten. Detta fir utfilla i 1 timma eller filtreras genom ett grovt filterpapper och denna vitska for-
varas under aeroba férhillanden fram till anvindning. Upp till 100 ml av detta slags inokulat kan anvindas per
liter medium.

Ytvatten ir en ytterligare inokulatkalla. I detta fall tas ett prov av limpligt ytvatten, t. ex. flod- eller s6tvatten,
som forvaras under aeroba forhillanden fram till anvindning. Vid behov kan inokulat koncentreras genom fil-
trering eller centrifugering.

Forbehandling av inokulat

Det framstillda inokulatet kan férbehandlas till férsoksbetingelserna, men far inte tillvinjas till testkemikalien.
Forbehandlingen bestdr i luftning av aktivt slam i oorganiskt medium eller av sekundirt avloppsvatten i 5-7
dagar vid rumstemperatur. Forbehandling for MITI-test anses onodigt.

Abiotisk kontroll

Vid behov kontrolleras eventuell abiotisk nedbrytning av testimnet genom bestimning av DOC-férlust, syre-
upptagning och koldioxidutveckling i sterila kontrollprover som inte innehéller okulat. Sterilisering sker genom
membranfiltrering (0,2-0,45um) eller genom tillsdttning av ett passande toxiskt dmne i passande koncentration.
Om membranfiltrering anvinds skall proverna tas aseptiskt f6r att uppratthélla steriliteten. Sdvida inte adsorp-
tion av testimnet har uteslutits pd férhand skall test som miter bionedbrytning som DOC-férlust inkludera en
abiotisk kontroll som inokuleras och férgiftas. Detta giller sirskilt for inokulat med aktiverat slam.
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L.6.7.

L7.

I.7.1.

Antal kolvar

For varje test beskrivs antalet kolvar i en typisk f8rsoksserie under rubriken for varje test.
Féljande kolvtyper kan anvindas:

Testuppslamning: innehiller testimne och inokulat.

Inokulatblind: innehaller endast inokulat.

Forfarandekontroll: innehiller referensimne och inokulat.

Abiotisk steril kontroll: sterilt, innehiller testimne (1.6.6).

Adsorptionskontroll: innehéller testimne, inokulat och steriliserat imne.
Toxicitetskontroll: innehiller testimne, referensimne och inokulat.

Bestamningar i testuppslamningen och inokulatblind skall obligatoriskt géras parallellt. Dessutom rekommen-
deras parallella bestimningar i den andra kolven.

Detta ir dock inte alltid mojligt. Man maste se till att tillrickligt minga prover tas eller ate tillrickligt minga
avlisningar gors for att kunna virdera den procentuella elimineringen i 10-dagarsf6nstret.

DATA OCH UTVARDERING

Vid berikning av den procentuella nedbrytningen D, anvinds genomsnittsvirdena av de dubbla bestimningarna
av parametern i testuppslamningen och inokulatblindproven. Formlerna ges i avsnitten om de enskilda testme-
toderna. Nedbrytningens forlopp visas grafiskt med angivelse av 10-dagarsfonstret. Den procentuella elimine-
ringen vid avslutningen av 10-dagarsfonstret och vid platin eller testets avslutning beriknas och rapporteras.

I metoder som baseras pé respirometri kan kvivehaltiga féreningar paverka syreupptagningen pd grund av nitri-
fikation. (se bilagor II och V).

Nedbrytning mitt genom DOC-bestimning

Den procentuella nedbrytningen (D,) vid varje provtagningstillfille skall beriknas sirskilt fér kolvarna som
innehiller testimne varvid genomsnittsvirdena av de dubbla bestimningarna av DOC anvinds fér att kunna
beddma testets pilitlighet (se 1.5.2). Den beriknas genom anvindning av f6ljande formel:

dir:

D, = % nedbrytning vid tidpunkten t.

C, = genomsnittlig startkoncentration av DOC i kulturmediet med testimne och inokulat (mg DOC/I)

C, = genomsnittskoncentrationen av DOC i kulturmediet med oorganiskt medium och inokulat
mg DOC/l)

Cpo = genomsnirttlig startkoncentration av. DOC i blindprov med oorganiskt medium och inokulat
(mg DOC/I)

C,. = genomsnittskoncentration av DOC i blindprov med oorganiskt medium och inokulat vid tidpunkten

t (mg DOC/I).

Alla koncentrationer bestims experimentellt.
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L.7.2. Nedbrytning mitt genom specifik analys

Om specifika analysdata féreligger berdknas den primidra bionedbrytningen genom formeln

b~ “a
D, = 25— x 100

dir:

D, = % nedbrytning vid tidpunkten t, normalt 28 dagar

S, = restmingd testimne i medium med inokulat vid testets avslutning (mg)

Sy = restmingd testimne i blindprov endast med vatten/medium och testimne (mg).
1.7.3. Abiotisk nedbrytning

Nir abiotisk nedbrytning anvinds berdknas den procentuella abiotiska nedbrytningen med anvindning av

.. . Cs(o) - Cs(t)
% abiotisk nedbrytning = —¢c ——x 10
s(o)

dir:

C,oy = DOC-koncentration, sterilkontrollen pi dag 0

C.y = DOC-koncentration, sterilkontrollen pa dag t.
L.8. RAPPORTERING

Testrapporten skall om méjligt innehilla f6ljande:

— Test- och referenskemikalie och deras renhet.

— Testbetingelser.

— Inokulat: art och provtagningsstille, koncentration och eventuell férbehandling.
— Art och andel av industriavloppsvatten i avloppsvattnet, om kint.

— Testets varaktighet och temperatur.

— I friga om svirlosliga testkemikalier: genomférd behandling.

— Anvind testmetod; indringar av forfarandet skall vara vetenskapligt motiverat.
— Forsoksresultaten uppstillda i tabellform

— Eventuellt observerade himningsfenomen.

— Eventuellt observerad abiotisk nedbrytning.

— ];:ventuella data frin specifika kemiska analyser.

— Om mojligt analytiska data om nedbrytningsprodukter.

— Avbildning av den procentuella nedbrytningen mot tiden fér bade test- och referensimnen med tydlig angi-
velse av “lag”-fas, nedbrytningstid, 10-dagarsfénster och lutning (se bilaga I). Om man i testet anvinder
pilitlighetskriterier kan genomsnittet av nedbrytningsprocenten i kolvarna innehillande testimnet anvindas
for framstillning av grafen.

— Procentuell eliminering efter 10-dagarsfénstret och vid platan eller testets avslutning.
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DEL I DOC-ELIMINERING (DOC DIE-AWAY) (Metod C.4-A)

IL.1. TESTMETODSPRINCIP

En uppmitt mingd oorganiskt medium innehillande inokulat och, som nominella enda organiska kolkilla,
testimne av kind koncentration (10-40 mg/l), luftas i morker eller diffust ljus vid 22 £2 °C.

Nedbrytningen foljs genom regelbunden DOC-analys i 28 dagar. Bionedbrytningen beriknas genom att
uttrycka koncentrationen av avligsnat DOC (korrigerat for koncentration 1 inokulatblindprovet) i procent av
startkoncentrationen av DOC. Den primira bionedbrytningen kan ocksd beriknas utifrin kompletterande
kemisk analys vid inkubationsperiodens bérjan och slut.

IL.2. METODBESKRIVNING

1L.2.1. Apparatur
a) Koniska kolvar, t. ex. fran 250 ml ull 2 liter, beroende pd den volym som kravs f6r DOC-analysen.

b) Skakapparatur fér de koniska kolvarna, antingen med automatisk temperaturkontroll eller placerad i en
lokal med konstant temperatur, och tillrickligt kraftig for att hilla forhillandena aeroba 1 alla kolvarna.

c) Filtreringsapparatur med passande membran.
d) DOC-analysator.
e) Apparatur for bestimning av upplost syre.

f) Centrifug.

11.2.2. Framstillning av oorganiskt medium

Se 1.6.2 om framstillning av stamlésning.

10 ml av 16sningen (a) blanda med 800 ml utspadningsvatten, och av 16sning (b), (c) och (d) tillsatts 1 ml av varje,
varefter det fylls upp till 1 liter med fértunningsvatten.

11.2.3. Framstillning och férbehandling av inokulat

Inokulat kan stamma frin en rad olika kallor: aktiverat slam, avloppsvatten, ytvatten och ytjord eller en bland-
ning av dessa.

Se 1.6.4, 1.6.4.1, 1.6.4.2 och 1.6.5.

11.2.4. Forberedelse av kolvarna

Som ett exempel kan 800 ml portioner av oorganiskt medium Gverféras till koniska 2-literskolvar, varefter det
tillsitts s34 mycket av stamlSsningarna av test- och referensimne till de olika kolvarna att kemikaliekoncentra-
tionen blir 10-40 mg DOC per liter. Kontrollera pH-virden och justera om nédvindige till 7,4. Inokulat frin
aktiverat slam eller en annan kalla tillsitts (se 1.6.4) till en slutkoncentration av hégst 30 mg uppslammat torr-
imne per liter. Inokulatprover forbereds ocksd 1 oorganiskt medium utan test- och referenskemikalier.

Vid behov inkluderas iven en kolv for kontroll av om testkemikalien har en himmande verkan, genom tillsitt-
ning av jamforbart lika stora mingder test- och referenskemikalie till oorganiskt medium innehallande inokulat.

Man kan ocksa vid behov inkludera en steril kolv, dvs. en kolv utan inokulat fér att underséka om testkemika-
lien bryts ned abiotiskt (se 1.6.6).
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11.2.5.

I1.2.6.

1L.3.

IL3.1.

IL.3.2.

11.3.3.

Om man misstinker att testkemikalien i visentlig grad kan adsorberas till gas, slampartiklar eller liknande, fore-
tas dessutom en preliminir virdering av denna adsorption och dirmed av testens limplighet for den berorda
testkemikalien (se tabell 1). Anvind en kolv innehillande testimnet, inokulat och det steriliserande imnet.

Alla kolvar fylls upp till 1 liter med oorganiskt medium, och efter blandning uttas ett prov fran varje kolv for
bestimning av startkoncentrationen av DOC (se bilaga II, punkt 4). Kolvarnas ppning sluts, t. ex. med alumi-
niumfolie, pi ett sidant sitt att luften fritt kan passera in och ut ur kolvarna. Direfter inleds testet genom att
kolvarna placeras i skakapparaturen.

Antal kolvar i en typisk testserie

Kolv 1 och 2: testuppslamning
Kolv 3 och 4: inokulatblind
Kolv 5: férfarandekontroll
Rekommenderas vid behov:
Kolv 6: abiotisk steril kontroll
Kolv 7: adsorptionskontroll
Kolv 8: toxicitetskontroll

Se 1.6.7

Utférande av testet

Under testet gors dubbla bestimningar av DOC-koncentrationerna i alla kolvarna med bestimda tidsintervaller
och sa ofta att bide 10-dagarsfonstret och den procentuella forlusten vid 10-dagarsfonstrets avslutning kan kon-
stateras. Endast sd mycket av testuppslamningen tas som ar nodvandigt for analysen.

Fore provtagningen kompenseras for eventuell f6ringningsforlust frin kolvarna genom tillsittning av vatten
(L6.1). Innan proven tas blandas kulturmediet noggrant och det sikerstills att materialet pa kolvens sidor 15ses
upp eller uppslammas fore provtagning. Omedelbart efter provtagningen membran-filtreras eller centrifugeras
provet (se tilligg 4). Det filtrerade eller centrifugerade provet analyseras samma dag. Det kan férvaras 1 hdgst 48
timmar vid 2-4 °C eller lingre vid hogst -18 °C.

DATA OCH RAPPORTERING

Behandling av resultaten

Den procentuella nedbrytningen vid tidpunkt t berdknas enligt 1.7.1 (DOC-bestimning) och eventuellt enligt
1.7.2 (specifik analys).

Alla resultat antecknas pi tillhGrande scheman.

Resultatens giltighet

Se. 1.5.2

Rapportering

Se L.8.
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1.4

FORMULAR

Nedanfor visas ett exempel pi ett resultatschema.

DOC-ELIMINERING

1. LABORATORIUM

2. DATUM VID INLEDNING AV TEST

3. TESTAMNE

Namn:

Stamlosningens koncentration: .... mg/l imne

Startkoncentration i mediet: t;: ... mg/l
4. INOKULAT

Killa:

Behandling:

Eventuell forbehandling:

Koncentration av uppslammat torrimne i reaktionsblandningen: ... mg/l:

5. KOLBESTAMNINGAR

Kolanalyser:

imne

Kolv nr.

DOC efter n dagar (mg/l)

0

ny

n,

n3

n,

Testkemikalien

2y

a4

a, medel C,,

med inokulat

b,

b,

b, medel G,

€

C2

¢, medel C,,

Inokulatblindprovet

utan testkemikalie

d;

d,

d, medel Cy

C

bi(t) =

Cc(t) + Cd(t)
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6. UTVARDERING AV RADATA
% nedbrytning efter n dagar
Kolv nr.
0 ny n, 03 n,
C,,-C
(1) bl(t)
1 D, = (1 - ——“———) x 100 0
! Ca(o)_cbl(u)
Cb(t) - Cbl(t) )
2 D,={1-=——F— ) x100 0
z ( Cioy = Chioy
D1 ~ Dz
medel(*) D~ ] 0

(*) Genomsnittet av D; och D, skall inte tas om det ir en betydande skillnad.

Anmirkning: Motsvarande formler kan anvindas for referenskemikalien och toxicitetskontrollproverna.

7. ABIOTISK KONTROLL (valfritt)

Tid (dagar)

DOC-koncentration (mg/l)

i sterilkontroll

Cs(O)

Cs(t)

C
% abiotisk nedbrytning = C

s(o) Cs(t)
—X
s(o)

100

8. SPECIFIK KEMISK ANALYS (valfritt)
restmingd av testimne % brimir nedbeven
vid avslutning av test (mg/]) © primar necbrytning
Sterilkontroll S
Inokulerat testmedium S, S-S
S 2 x 100
b

DEL IIL.

II1.1

En uppmitt mingd oorganiskt medium innehallande inokulat och, som nominella enda organiska kolkilla,

TESTMETODSPRINCIP

MODIFIERAT OECD-SCREEENINGTEST (metod C.4-B)

testimne av kind koncentration (10-40 mg/l), luftas i morker eller diffust ljus vid 22 +2 °C.

Nedbrytningen f6ljs genom regelbunden DOC-analys i 28 dagar. Bionedbrytningen beriknas genom att
uttrycka koncentrationen av avligsnat DOC (korrigerat for koncentration i inokulatblindprovet) i procent av
startkoncentrationen av DOC. Den primira bionedbrytningen kan ocksi beriknas utifrin kompletterande

kemisk analys vid inkubationsperiodens bérjan och slut.
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1.2 METODBESKRIVNING

121 Apparatur
a) Koniska kolvar, t. ex. frin 250 ml dll 2 liter, beroende pi den volym som krivs f6r DOC-analysen.

b) Skakapparatur f6r de koniska kolvarna, antingen med automatisk temperaturkontroll eller placerad i en
lokal med konstant temperatur, och tillrickligt kraftig for att hilla férhillandena aeroba i alla kolvarna.

c) Filtreringsapparatur med passande membran.
d) DOC-analysator.
e) Apparatur for bestimning av upplost syre.

f) Centrifug.

2.2 Framstillning av oorganiskt medium

Se 1.6.2 om framstillning av staml8sning.

10 ml av 6sningen (a) blandas med 80 ml utspadningsvatten, och av 16sning (b), (c) och (d) tillsitts 1 ml av varje,
varefter det fylls upp till 1 liter med fértunningsvatten.

I denna metod anvinds endast 0,5 liter spillvatten per liter som inokulat, och dirfor kan det vara nodvindigt att
tillsitta ytrerligare spirimnen och vixtfaktorer till mediet. Detta gérs genom tillsittning av 1 ml av var och en av
foljande l5sningar per liter medium (slutvolymen):

Losningar av sparimnen:

Mangansulfat tetrahydrat, MnSO, . 4H,0 39,9 mg
Borsyra, H,BO, 57,2 mg
Zinksulfat heptahydrat, ZnSO, .7H,0O 42,8 mg
Ammoniumheptamolybdat (NH,)M0,0,, 34,7 mg
Jarn-chelat (FeCl, etylendiamintetraittiksyra) 100,0 mg

l6ses 1 vatten och fértunnas till 1000 ml.
Vitaminl8sning:

Jastextrake 15,0 mg

16ses 1 100 ml vatten. Det steriliseras genom filtrering genom 0,2 pm membranfilter om 18sningen framstills firsk
varje ging.

1n1.2.3 Framstillning och férbehandling av inokulat

Inokulat kan stamma frin en rad olika kaillor: aktiverat slam, avloppsvatten, ytvatten och ytjord eller en bland-
ning av dessa. Se 1.6.4, 1.6.4.1, 1.6.4.2 och 1.6.5.

0,5 ml per liter oorganisk losning anvinds.

111.2.4 Forberedelse av kolvarna

Som ett exempel kan 800 ml portioner av oorganiskt medium Sverféras till koniska 2-literskolvar, varefter det
tillsitts s3 mycket av stamlbsningarna av test- och referensimne till de olika kolvarna att kemikaliekoncentra-
tionen blir 10-40 mg DOC per liter. Kontrollera pH-virden och justera till 7,4 om nédvindigt. 0,5 ml spillvatten
tillsitts per liter (se 1.6.4.2) till kolvarna som inokulat. Inokulatprover férbereds ocksa i oorganiskt medium utan
test- och referenskemikalier.

Vid behov inkluderas dven en kolv fér kontroll av om testkemikalien har en himmande verkan, genom tillsatt-
ning av jimforbart lika stora mingder test- och referenskemikalie till oorganiskt medium innehillande inokulat.
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I11.2.5.

II1.2.6.

IIL.3.

I1.3.1.

I11.3.2.

I1.3.3.

Man kan ocksa vid behov inkludera en steril kolv, dvs. en kolv utan inokulat f6r att undersdka om testkemika-
lien bryts ned abiotiskt (se 1.6.6).

Om man misstinker att testkemikalien i visentlig grad kan adsorberas till gas, slampartiklar eller liknande, fore-
tas dessutom en preliminir vardering av denna adsorption och dirmed av testens limplighet for den berorda
testkemikalien (se tabell 1). Anvind en kolv innehallande testimnet, inokulat och det steriliserande imnet.

Alla kolvar fylls upp till 1 liter med oorganiskt medium, och efter blandning uttas ett prov fran varje kolv for
bestimning av startkoncentrationen av DOC (se bilaga II, punkt 4). Kolvarnas éppning sluts, t. ex. med alumi-
niumfolie, pd ett sidant satt att luften fritt kan passera in och ut ur kolvarna. Direfter inleds testet genom att
kolvarna placeras i skakapparaturen.

Antal kolvar i en typisk testserie

Kolv 1 och 2: testuppslamning
Kolv 3 och 4: inokulatblind
Kolv 5: férfarandekontroll
Rekommenderas vid behov:
Kolv 6: abiotisk steril kontroll
Kolv 7: adsorptionskontroll
Kolv 8: toxicitetskontroll

Se 1.6.7

Utfoérande av testet

Under testet gors dubbla bestaimningar av DOC-koncentrationerna i alla kolvarna med bestimda tidsintervaller
och s3 ofta att bdde 10-dagarsfonstret och den procentuella forlusten vid 10-dagarsfnstrets avslutning kan kon-
stateras. Endast si mycket av testuppslamningen tas som ir nodvindigt f6r analysen.

Fore provtagningen kompenseras for eventuell forangningsforlust frin kolvarna genom tillsittning av fértun-
ningsvatten (1.6.1). Innan proven tas blandas kulturmediet noggrant och det sikerstills att materialet pa kolvens
sidor 18ses upp eller uppslammas innan provtagning. Omedelbart efter provtagningen membranfiltreras eller
centrifugeras provet (se tilligg 4). Det filtrerade eller centrifugerade provet analyseras samma dag. Det kan for-
varas i hogst 48 timmar vid 2-4 °C eller lingre vid hégst -18 °C.

DATA OCH RAPPORTERING

Behandling av resultaten

Den procentuella nedbrytningen vid tidpunkt t beriknas enligt 1.7.1 (DOC-bestimning) och eventuellt enligt
1.7.2 (specifik analys).

Alla resultat antecknas pi tillhérande scheman.

Resultatens giltighet

Se. 1.5.2

Rapportering

Se 1.8.
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I1L4.

FORMULAR

Nedan visas ett exempel pi ett formular.

MODIFIERAT OECD-SCREENINGTEST

1.

LABORATORIUM

DATUM VID INLEDNING AV TEST
TESTAMNE

Namn:

Stamlésningens koncentration: .... mg/l imne

Startkoncentration i mediet: t;: .... mg/l imne

INOKULAT
Killa:
Behandling:

Eventuell forbehandling:

Koncentration av uppslammat torrimnen i reaktionsblandningen: ... mg/l:

KOLBESTAMNINGAR

Kolanalyser:

Kolv nr.

DOC efter n dagar (mg/l)

0 ny n, | ny | 0y

Testkemikalie med

inokulat

2

a

a, medel C,,

b,

b,

b, medel Cy,

Inokulatblindprov
utan testkemikalie

€y

C2

¢, medel C,

d,

d,

d, medel Cy,

C

bi(t) =

Cc(t)+ Cd(t)

2
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6. UTVARDERING AV RADATA

% nedbrytning efter n dagar
Kolv nr.
0 n, ny 0 Oy
C,,-C
(1) bl(t)
1 Di={1-=————}x100 0
! ( Ca(o)—cbl(o))
Coey = bl(())
2 D,= - 100 0
2 ( Cb(o)_cbl(o)
D, -D,
medel(*) D= 0

(*) Genomsnittet av D; och D, skall inte tas om det ir en betydande skillnad.

Anmirkning: Motsvarande formler kan anvindas fér referenskemikalie och toxicitetskontrollproverna.

7. ABIOTISK KONTROLL (valfritt)

Tid (dagar)

DOC-koncentration (mg/l) Co
i sterilkontroll

Cs(t)

Cioy—C

% abiotisk nedbrytning = ©

100
s(0)

8. SPECIFIK KEMISK ANALYS (valfrit)

restmingd av testimne
vid avslutning av test (mg/l)

% primir nedbrytning

Sterilkontroll Sy

Inokulerat testmedium S,

S -
b "y 100
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DELIV.  CO,-UTVECKLING (metod C.4-C)

V1. TESTMETODSPRINCIP

En uppmitt mingd oorganiskt medium innehillande inokulat och, som nominella enda organiska kolkilla,
testimne av kind koncentration (10-40 mg DOC eller TOC/]), luftas genom genomledning av koldioxidfri luft
med kontrollerad hastighet i mérker eller diffust ljus. Nedbrytningen féljs i 28 dagar genom bestimning av den
bildade mingden kodioxid i det att det samlas upp 1 barium- eller natriumhydroxid och mits antingen genom
titrering av resterade hydroxid eller som oorganiskt kol. Den mingd koldioxid som utvecklats av testkemikalien
(korrigerat for inokulatblindvirden) uttrycks i procent av startkoncentrationen av ThCO,. Graden av bioned-
brytning kan ocksi beriknas utifrin kompletterande DOC-analyser vid inkubationsperiodens bérjan och slut.

va. METODBESKRIVNING

v.21. Apparatur

a) Kolvar 2-5 liter, alla forsedda med luftningsror, som nistan nir ned till botten av behillaren, och avgings-
Oppning.

b) Magnetomrérare, nir svarlosliga kemikalier testas.
¢} Gasabsorptionskolvar.
d) Utrustning for kontroll och mitning av luftgenomstromningen.

e) Apparatur fér tvittning av koldioxid, for framstillning av koldioxidfri luft. Alternativt kan CO,-fri syre och
CO,-fritt kvive anvindas i stilkolvar i det riktiga blandningsférhillandet (20 % O, och 80 % N,).

f) Utrustning for bestimning av koldioxid, antingen trimetriskt eller genom en annan form av analys for oor-
ganiskt kol.

g) Membranfiltreringsapparatur (valfritt).

h) DOC-analysator (valfritt).

v.2.2. Framstillning av oorganiskt medium

Se 1.6.2 om framstallning av staml6sning.

10 ml av l6sningen (a) blandas med 800 ml utspadningsvatten, och av 16sning (b), (c) och (d) tillsitts 1 ml av
varje, varefter det fylls upp till 1 liter med fortunningsvatten.

v.2.3. Framstillning och férbehandling av inokulat

Inokulat kan stamma frin en rad olika kallor: aktiverat slam, avloppsvatten, ytvatten och ytjord eller en bland-
ning av dessa.

Se 1.6.4, 1.6.4.1, 1.6.4.2 och 1.6.5.

V.24, Forberedelse av kolvarna

Féljande volym- och viktangivelser giller som exempel fér 5-literskolvar med 3 | uppslamning. Om mindre
volymer anvinds anpassas virdena, dock skall den bildade mingden koldioxid kunna bestimmas korrekt.

2 400 ml oorganiskt medium overfors till varje 5-literskolv. Man tillsitter s mycket forberett aktiverat slam (se
1.6.4.1 och 1.6.5) att koncentrationen av uppslammat torrimne blir hégst 30 mg/1 i 3 liter slutblandning.
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Iv.2.5.

Iv.2.6.

Alternativt kan det forberedda slammet férst fértunnas med oorganiskt medium till en uppslamning innehal-
lande 500-1 000 mg/l, varefter en det av detta tillsdtts till 5-literkolvens innehall till en koncentration av 30 mg/l.
Detta ger storre precision. Andra inokulatkillor kan anvindas (se 1.6.4.2).

Dessa blandningar luftas dver natten med CO,-fri luft si all koldioxid drivs ut ur systemet.

Test- och referensimne tillsatts var for sig som kinda mingder av staml6sningar till replikatkolvarna si att man
uppnir en koncentration av 10-20 mg DOC eller TOC per liter. Till vissa av kolvarna tillsitts inga kemikalier
och dessa fungerar som inokulatkontrollprover. Svarlésliga testimnen tillsitts direkt till kolvarna p4 vikt- eller
volymbasis, eller hanteras i enlighet med bilaga IIL

Om det ir nédvindigt anvinds en kolv fér att kontrollera om testkemikalien verkar himmande. Detta gors
genom att tillsitta bdde test- och referenskemikalie av samma koncentration som i de andra kolvarna.

Det kan vara nodvindigt att inkludera en steril kolv, dvs. en kolv utan inokulat for att undersoka om testkemi-
kalien bryts ned abiotiskt (se 1.6.6). Sterilisera genom tillsittning av ett giftigt imne i passande koncentration.

Alla kolvarna fylls upp till en uppslamningsvolym av 3 liter genom tillsittning av oorganiskt medium, som i for-
vig har genomluftats med CO,-fri luft. Eventuellt kan man ta prover f6r DOC-analys (se bilaga I1.4) och spe-
cifik analys. Absorptionskolvarna f6rbinds till kolvarnas avgingsoppning.

Om bariumhydroxid anvinds ansluts de 3 absorptionskolvarna, var och en innehillande 100 ml 0,0125 M bari-
umhydroxidl6sning, i en serie till varje 5-literskolv. Losningen skall vara fri frin fillt sulfat och karbonat och
dess styrka skall bestimmas omedelbart fére anvindning. Om natriumhydroxid anvinds ansluts 2 kolvar varvid
den sista fungerar som kontroll av att koldioxiden ir absorberad i den f6rsta. Absorptionskolvar med serum-
kolvstingning ar limpliga. 200 ml 0,05 natriumhydroxid placeras i varje kolv, vilket ir tillrickligt for att absor-
bera hela den mingd koldioxid som utvecklas nir testkemikalien bryts ned fullstindigt. Natriumhydroxidlés-
ning kommer, dven om firskt framstalld, dock att innehilla spar av karbonat. Detta korrigeras genom
subtraktion av blindprovens karbonatinnehall.

Antal kolvar i en typisk testserie

Kolv 1 och 2: testuppslamning
Kolv 3 och 4: inokulatblind
Kolv 5: forfarandekontroll
Rekommenderas vid behov:
Kolv 6: abiotisk steril kontroll
Kolv 7: adsorptionskontroll
Kolv 8: toxicitetskontroll

Se 1.6.7

Utférande av testet

Testet inleds genom genombubbling av uppslamningarna med 30-100 ml CO,-fri luft per minut. Prover tas
regelbundet av kodioxidabsorbenten for analys av CO,-innehill. Det rekommenderas att man under de forsta 10
dagarna gor analyser varannan eller var tredje dag och direfter var femte dag fram tll dag 28, si att
10-dagarsfonstret kan identifieras.

Den 28:e dagen tas (eventuellt) prover f6r DOC-analys och specifik analys, uppslamningarnas pH miits och 1 ml
koncentrerad saltsyra tillsitts till varje kolv. Kolvarna luftas Sver natten s att all koldioxid drivs ut av tesupp-
slamningarna. Dag 29 foretas den sista analysen av utvecklad koldioxid.
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De dagar di CO, bestims avlagsnas den bariumhydroxidabsorbtionskolv som dr nirmast kolven och innehaller
titreras med 0,05 M HCI med fenoftalein som indikator. De ovriga absorbtionskolvarna flyttas fram en plats nir-
mare kolven och en ny kolv innehillande 100 ml farskt framstallt 0,0125 M bariumhydroxid placeras lingst bak
i serien. Titreringarna gors enligt behov, t. ex. nir betydande fillning syns i den forsta kolven men inget syns i
den andra, dock minst en ging i mdnaden. Om NaOH anvinds om absorbtionsmedel tas med en injektions-
spruta ett litet prov (beroende pa den anvinda kolimnesanalysatorn) av natriumhydroxidlosningen i den kolv
som ir nirmast kolven. Provet sprutas in i IC-delen av kolimnesanalysatorn for direkt analys av den utvecklade

koldioxiden.

Innehéllet i den andra absorbtionskolven analyseras forst vid testets avslutning si att man kan korrigera for
eventuell overféring av koldioxid

3. DATA OCH RAPPORTERING

IV.3.1. Behandling av resultaten

Den absorberade CO,-mingden ir efter titrering given genom

mgCO, = (100 x Cz - 0,5x Vx C,) x 44

dir:

\% = den mingd HCI som forbrukas vid titrering av de 100 ml absorptionsmedel (ml)
Cy = bariumhydroxidlosningens koncentration (M)

C, = saltsyreupplésningens koncentration (M)

Om Cg = 0,0125 M och C, = 0,05 M skall man anvinda 50 ml fér titrering av 100 ml bariumhydroxid, och
CO,-mingden ir given genom:

9‘2—5 x 44 x ml HCl till titrering = 1,1 x ml HCI

I detta fall skall man alltsd anvinda en faktor pa 1,1 vid omrikning av den volym HCI som gir at vid titrering,
till det antal mg Cl, som utvecklats.

Den viktmingd CO, som bildas av bara inokulat och av inokulat med testkemikalie, beriknas utifrin de gil-
lande titreringsvirdena, och skillnaden ir den viktmingd CO, som endast testkemikalien utvecklar.

Om t. ex. enbart inokulat kriver 48 ml for titrering och inokulat plus testkemikalie kriver 45 ml fis
CO, frin inokulat = 1,1 x (50.48) = 2,2 mg

CO, fran inokulat plus testkemikalie = 1,1 x (50-45) = 5,5 mg,

och den viktmingd CO, som testkemikalien har utvecklat blir alltsi 3,3 mg.

Den procentuella bionedbrytningen beriknas genom

% nedbrvini mg utvecklat CO, x 100
%o nedbrytning = ThCO, x mg tillsatt testkemikalie

eller

mg utvecklat CO, x 100
myg tillsatt TOC 1 testet x 3,67

% nedbrytning =

varvid 3,67 ir omrakningsfaktorn (44/12) frin kol till koldioxid.
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Iv3.2.

IV.3.3.

V4.

Den procentuella nedbrytningen efter en viss tid beraknas genom att ligga ithop de enskilda procentdelarna av
ThCO, som ir uppmitta fram till den gillande tidpunkten.

Om natriumhydroxid anvinds som absorptionsmedel beraknas den utvecklade CO,-mingden, uttryckt som IC
(mg), genom att multiplicera absorbtionsmedlets IC-koncentration med dess volym.

Den procentuella nedbrytningen beriknas genom

mg IC 1 testkolv - mg IC i blindprov
mg TOC tillsatt som testkemikalie

% ThCO, = x 100

Resultatens giltighet

IC-innehllet i testkemikalieuppslamningen i oorganiskt medium vid testets inledning skall vara mindre 4n 5 %
av TG, och den utvecklade CO,-mingden i inokulatblindprovet far vid testets avslutning inte Sverstiga 40 mg
per liter medium. Om det finns virden pa Gver 70 mg CO, per liter granskas data och frsokstekniker noggrant.

Se ocksa 1.5.2

Rapportering

Se L.8.

FORMULAR

Nedan visas ett exempel pi ett formulir.

KOLDIOXIDUTVECKLING
1. LABORATORIUM
2. DATUM VID INLEDNING AV TEST
3. TESTAMNE
Namn:
Stamlosningens koncentration: .... mg/l dmne
Startkoncentration i mediet: .... mg/l 4mne
Total C tillsatt till kolven: ... mg C
ThCO,: ... mg CO,,
4. INOKULAT
Killa:
Behandling:
Eventuell forbehandling:

Koncentration av uppslammat torrimne i reaktionsblandningen: ... mg/l:
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5. KOLDIOXIDUTVECKLING OCH NEDBRYTBARHET
Metod: Ba(OH), /NaOH/annat
Rt I o ol
& 8 kumulerat (mg)
- ] 3 (test minus blind- Komulerat CO

1 rov umulerat

(dagar) prov) ——WZ x 100

medel medel 2
2 4 1 2 1 2 medel
0
0,
n;
n,
28

Anmirkning: Motsvarande uppstillning kan anvindas {ér referenskemikalie och toxicitetskontrollproverna

6. KOLANALYS (valfritt)

Kolanalysator:
Tid (dagar) Blindprov mg/l Testkemikalie mg/I
0 Coo GCo
28(*) Co C.
(*) Eller vid inkuberingens avslutning

o .. C, - Cyq
% DOC avlagsnat={ 1 - c—c )~ 100
0~ “b(o)

7. ABIOTISK NEDBRYTNING (valfritt)
CO, -utveckling i steril kolv efter 28 dagar
x 100

% abiotisk nedbrytning = ThCO, (mg)
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DEL V.

V1.

V2.

V2.1,

v2.2.

V23,

V24

MANOMETRISK RESPIROMETRITEST (metod C.4-D)

TESTMETODSPRINCIP

En uppmitt mingd oorganiskt medium innehdllande inokulat och, som nominella enda organiska kolkilla,
testimne av kind koncentration (100 mg testimne per liter motsvarande minst 50-100 mg ThOD per liter) rors
om i en stingd kolv vid konstant temperatur (¢ 1 °C eller mindre) i upp till 20 dagar. Syreférbrukningen bestims
antingen genom mitning av den miangd syre (elektrolytiskt framstallt) som kravs for att uppritthilla konstant
gasvolym 1 respirometerkolven, eller utifrin volym- eller tryckindringen (eller en kombination av dessa) i appa-
raten. Utvecklat koldioxid absorberas i en kaliumhydroxidlosning eller annat limpligt absorptionsmedel. Den
syremingd som testkemikalien har tagit upp (korrigerat mot den parallella inokulatblindprovets upptagning)
uttrycks i procent av ThOD eller COD. Frivilligt kan primir bionedbrytning ocksi beriknas genom komplet-
terande specifik analys vid inkubationsperiodens bérjan och slut, och fullstindig bionedbrytning genom DOC-
analys.

TESTMETODSBESKRIVNING

Apparatur

a) Limplig respirator.

b) Temperaturreglering inom 1 °C eller mindre.
c) Membranfiltreringsapparatur (valfritt).

d) Kolanalysator (valfritt).

Framstillning av oorganiskt medium

Se 1.6.2 om framstillning av stamlésning.

10 ml av lésningen a) blandas med 800 ml utspidningsvatten, och av 1sning b), ¢) och d) tillsitts 1 ml av varje,
varefter det fylls upp till 1 liter med utspadningsvatten.

Framstillning och férbehandling av inokulat

Inokulat kan stamma frin en rad olika killor: aktiverat slam, avloppsvatten, ytvatten och ytjord eller en bland-
ning av dessa.

Se 1.6.4, 1.6.4.1, 1.6.4.2 och 1.6.5.

Forberedelse av kolvarna

Utifrdn stamlosningarna framstills det sirskilda 1osningar av test- och referensimne i oorganiskt medium med en
kemikaliekoncentration av normalt 100 mg/l (motsvarande minst 50-100 mg ThOD per liter).

ThOD beriknas p3 grundval av ammoniumsalt, sivida inte nitrifikation forvintas, i vilket fall berikningen base-
ras pa nitratbildning (se bilaga I1.2).

pH justeras vid behov till 7,4 £ 0,2.
Svarlosliga amnen tillsitts vid en senare tidpunkt.

Om testaimnets toxicitet skall bestimmas framstills ytterligare en 16sning i oorganiskt medium, som innehaller
bide test- och referensimne i samma koncentration som i de individuella 16sningarna.

Om det ir nédvindigt att bestimma den fysiska-kemiska syreupptagningen framstills en 16sning av testimne i
en koncentration av normalt 100 mg ThOD per liter som steriliseras vid tillsittningen av ett passande giftigt
amne (se 1.6.6).
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Den nédvindiga mingden av test- respektive referensimneslésningarna dverfors till minst tva kolvar (dubbel
bestimning). Ytterligare kolvar med enbart oorganiskt medium férbereds (inokulatblindprover) och om det ir
nédvindigt med den blandade test- och referensimnesldsningen och med den sterila 16sningen.

Om testimnet ir svarlosligt tillsitts det direkt vid denna tidpunkt, antingen pa grundval av vikt eller volym eller
genom hanteringen enligt bilaga III. Dessutom tillsdtts kaliumhydroxid, natriumhydroxidpirlor eller ett annat
absorptionsmedel till CO,-kamrarna.
V2.5, Antal kolvar i en typisk testserie
Kolv 1 och 2: testuppslammning
Kolv 3 och 4: inokulatblind
Kolv 5: férfarandekontroll
Rekommenderas, och vid behov:
Kolv 6: abiotisk steril kontroll
Kolv 7: adsorptionskontroll

Kolv 8: toxicitetskontroll

Se 1.6.7

V.2.6. Utférande av testet

Lit behillarna st tills de har nitt den 6nskade temperaturen och tillsitt férberett aktiverat slam eller ett annat
inokulat till de ifrigavarande behillarna si att en koncentration av uppslammat torrimne pé hogst 30 mg/l
erhills. Montera apparaturen, starta omrdrningen, kontrollera lufttitheten och bérja mita syreupptagningen.
Normalt krivs det ingen annan passning in de nédvindiga avlasningarna och daglig kontroll av att temperaturen
ir korrekt och omrérningen tillricklig.

Syreupptagningen beriknas pd grundval av ofta forekommande regelbundna avlisningar som gérs enligt appa-
raturtillverkarens anvisningar. Vid inkubationstidens avslutning, normalt 28 dagar, mits pH-virdet i kolvarna,
sarskilt om syreupptagningen har varit mycket lig eller storre in ThODyyy, (f6r kvivehaltiga foreningar).

Om det ar nodvindigt tas prover frin respirometerkolvarna fore och efter inkuberingen f6r DOC-analys eller
specifik kemisk analys (se bilaga I1.4). Man skall se till att volymen av den testuppslamning som kvarstir i kol-
ven efter den forsta provtagningen ar kind. Om testimnet ar N-haltigt bestims koncentrationsokningen av nitrit
och nitrat under 28 dagar, och korrektionen for syreférbrukningen genom nitrifikation beriknas (bilaga V).

V.3. DATA OCH RAPPORTERING

V.3.1. Behandling av resultaten

Testkemikaliens syreupptagning (mg) efter en viss tid (korrigerad for inokulatblindprovens syreupptagning
under samma tid) divideras med vikten av anvind mingd testimne. Av detta framkommer BOD uttryckt i mg
syre per mg testimne, dvs.

BOD - ™8 O, upptaget av testimne — mg O, upptaget av blindproven

mg testimne i kolven

= mg O, per mg testimne

Den procentuella bionedbrytningen beriknas antingen genom

) . BOD (mg O,/mg kemikalie )
% bionedbrytning = % ThOD = —— x 100
ThOD (mg O,/mg kemikalie )

eller

BOD (mg O,/mg kemikalie )
% COD = x 100
COD (mg O,/mg kemikalie )
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Det bér noteras att de tvd metoderna inte nodvindigtvis ger samma resultat. Den férstnimnda metoden foredras.
For testimnen som innehdller kvive anvinds passande ThOD (NH, eller NO;) i enlighet med vad som ir kint
eller férvintas om férekomst av nitrifikation (bilaga I1.2). Om ofullstindig nitrifikation sker beriknas korrek-
tionen for syreférbrukning till nitrifikation pa grundval av dndringarna i nitrit- och nitratkoncentrationen (bilaga
V).
Om man beslutar sig for att gora bestimningar av organiskt kol och en specifik kemikalie beriknas den procen-
tuella nedbrytningen 1 enlighet med punkt 1.7.
Alla resultat noteras pi tillhorande formular.

V3.2 Resultatens giltighet
Inokulatblindprovens syreupptagning ar normalt 20-30 mg O,/1 pa 28 dagar och bor inte vara stdrre in 60 mg/l.
Om det finns virden 6ver 60 mg/l miste data och férsokstekniker granskas noggrant. Om pH ligger utanfér
intervallet 6-8,5 och testimnets syreupptagning ar mindre 4n 60 % upprepas testet med ligre testimneskoncen-
trationer.
Se. ocksd 1.5.2

V33, Rapportering
Se 1.8.

V4. FORMULAR

Nedan visas ett exempel pi ett formulir.
MANOMETRISK RESPIROMETRI

1. LABORATORIUM

2. DATUM VID INLEDNING AV TEST

3. TESTAMNE
Namn:
Stamldsningens koncentration: .... mg/l imne
Startkoncentration i mediet: C: .... mg/l mne
Volymen i testkolv (V): .... mi

ThOD eller COD: ... mg O, /mg testimne (NH,, NO,).

4. INOKULAT
Killa:
Behandling:
Eventuell férbehandling:

Koncentration av uppslammat torrimne 1 reaktionsblandningen: ... mg/I:
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5. SYREUPPTAGNING: BIONEDBRYTNING
Tid (dagar)
7 14 21 28
O, uppt. (mg) 1
testamne
2
a, medel
O, uppt. (mg) 3
blindprov
4
b, medel
Korrigerat (a; - by
BOD (mg)
(az = bn)
BOD per mg (a,-b)
testimne CVv
( ;= b )
CcV
% nedbrytning D, (a;)
BOD
D, (a
TEoD * 100 2 (32)
medel(*)

V = volymen av medium i testkolven

(*) Genomsnittet av D, och D, skall inte tas om det foreligger en visentlig skillnad.

Anmirkning: En motsvarande uppstillning kan anvindas {or referenskemikalien och toxicitetskontrollproven.

6.

KORREKTION FOR NITRIFIKATION (se bilaga V)

iv) Syreekvivalent (3,43 x N x V) (mg)

ii + iv) Total syreekvivalent

Dag 0 28 skillnad
1) Nitratkoncentration (mg N/1) N)
ii) Syreekvivalent (4,57 x N x V) (mg) — —
iii) Nitritkoncentration (mg N/I) (N)

7. KOLBESTAMNING (valfritt)

Kolanalysator:
Tid (dagar) Blindprov mg/I Testkemikalie mg/]
0 (Coio) (Co)
28(*) (Cor) (€)
(*) Eller vid inkuberingens slut
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DEL VI

VL1

V1.2

VI2.1.

VI.2.2.

o . Cz - Cblt
% DOC avlagsnat = { 1-&—=— ) x 100
o~ “blo

8. SPECIFIK KEMIKALIEBESTAMNING (valfritt)

S, = koncentrationen av testkemikalien i steril kontrollkolv efter 28 dagar
S

= koncentrationen av testkemikalien i kolv med inokulat efter 28 dagar

a

S, -S
% bionedbrytning = —2 S % x 100
b

9. ABIOTISK NEDBRYTNING (valfritt)

a = syreférbrukningen i sterila kolvar efter 28 dagar (mg)

a

Syreforbrukning pr mg testimne = c

<

0

(se avsnitt 1 och 3)

% abiotisk nedbrytning = C \;‘; : 'II'OOOD

CLOSED BOTTLE-TEST (metod C.4-E)

TESTMETODSPRINCIP

Till en normal 2-5 mg/l l6sning av testimnet i oorganiskt medium tillsitts inokulat bestdende av ett f6rhéllan-
devis litet antal mikroorganismer frin en blandad population, och l6sningen f6rvaras i morker vid konstant tem-
peratur i helt fyllda slutna kolvar. Nedbrytningen 6ljs under 28 dagar genom analys av upplést syre. Den syre-
mingd som testimnet har forbrukat korrigeras for den syremingd som har forbrukats i det parallella

inokulatblindprovet, och uttrycks i procent av ThROD eller COD.

TESTMETODSBESKRIVNING

Apparatur

a) BOD-kolvar med glaspropp, t. ex. 250-300 ml.

b) Vattenbad eller inkuberingsapparat, som kan hilla kolvarna vid konstant temperatur (x 1 °C eller mindre) i

morker.

¢) Stora glasflaskor (2-5 1) for framstillning av medium och uppfyllning av BOD-kolvarna.

d) Syreelektrod och syremitare eller utrustning och reagenser f6r Winkler-titrering.

Framstillning av oorganiskt medium

Se 1.6.2 om framstillning av stamlésning.

1 ml lésning a), b), c) och d) fortunnas till 1 liter med vatten.
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V1.2.3. Framstillning av inokulat

Inokulat tas normalt frin sekundirt avloppsvatten frin ett reningsverk eller en laboratorieanliggning som
huvudsakligen behandlar avloppsvatten frin hushill. En alternativ inokulatkilla ir ytvatten. Normalt anvinds
frin en droppe (0,5 ml) till 5 ml filtrat per liter medium. Avprovningar kan vara nédvindiga for att klarligga den
optimala volymen for ett visst avloppsvatten (se 1.6.4.2 och 1.6.5).

V1.2 4. Forberedelse av kolvar

Det oorganiska mediet luftas kraftigt i minst 20 minuter. En given forséksserie utfors med oorganiskt medium
frin samma sats. Normalt ir mediet fardigt {5r anvindning efter att ha stitt i 20 minuter vid testtemperaturen.
Som kontroll bestims koncentrationen av upplést syre. Virdena skall ligga omkring 9 mg/l vid 20 °C. All 6ver-
foring och uppfyllning med det luftmittade mediet utférs utan att det bildas bubblor, t. ex. genom anvindning
av hivert.

Parallella grupper av BOD-kolvar forbereds for samtidiga forsok med test- och referensimne. Minst s3 minga
BOD-kolvar, inbegripet inokulatblindprover, samlas si att minst dubbla bestimningar kan féretas av syrefér-
brukningen med 6nskade regelbundenhet, t. ex. efter 0, 7, 14, 21 och 28 dagar. Det kan vara nodvindigt att
anvinda flera kolvar om man sikert skall kunna identifiera 10-dagarsfonstret.

De stora kolvarna fylls upp till en tredjedel med fullt luftat oorganiskt medium. Direfter tillsitts s3 mycket
stamldsning av test- och referensiamne till olika kolvar att deras slutkoncentration normalt inte blir stdrre in
10 ml/1. Till en sirskild kolv med kontrollmedium tillsitts inga kemikalier.

For att vara siker pa att inokulataktiviteten inte begrinsas fir koncentrationen av upplost syre inte understiga
0,5 mg/l i BOD-kolvarna, vilket begrinsar testkemikaliens koncentration till ca 2 mg/l. Av svirt nedbrytbara
imnen och dmnen med lagt ThOD kan det dock anvindas 5-10 mg/l. I vissa fall rekommenderas parallella serier
med testimne i tvd olika koncentrationer, t. ex. 2 och 5 mg/l. Normalt beriknas ThOD pa grundval av bildandet
av ammoniumsalt, men om nitrifikation férvintas beriknas virdena pa grundval av nitratbildning (ThODyes; se
bilaga I1.2). Om ofullstindig nitrifikation sker korrigeras det f6r indringar i nitrit- och nitratkoncentrationen,
som ir bestimd genom analys (se bilaga V).

Ytterligare en serie kolvar kriavs om testimnets toxicitet skall undersokas (t. ex. om ett ligt bionedbrytbarhets-
virde tidigare pavisats).

For detta forbereds ytterligare en stor kolv med luftat oorganiskt medium (ca en tredjedel full) plus testimne
och referensimne normalt i samma slutkoncentration som i de andra kolvarna.

Inokulat tillsatts till kolvarna i form av sekundirt avloppsvatten (frin 1 droppet (0,5 ml) till 5 ml per liter) eller
t. ex. flodvatten (se 1.6.4.2). Slutligen fylls det upp med luftat oorganiskt medium med anvindning av en slang
som ndr inda ner till botten, sa att tillricklig omrorning sikerstills.

VI2.5. Antal kolvar i en typisk testserie
I en typisk testserie anvinds foljande antal kolvar:
minst 10 med testimne och inokulat (testuppslamning),
minst 10 med inokulat (inokulatblindprov),
minst 10 med referensimne och inokulat (procedurkontroll)

och i vissa fall 6 kolvar med testimne, referensimne och inokulat (toxicitetskontroll). For att sikert kunna iden-
tifiera 10-dagarsfonstet krivs dock dubbelt antal kolvar.
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VI.2.6.

VL3,

VI.3.1.

VI1.3.2.

Genomférande av testet

De framstillda 16sningarna fordelas omedelbart i de berérda grupperna av BOD-kolvar, i det att de sugs upp
frin den nedersta fjirdedelen (inte botten) av den passande stora kolven med en slang, och siledes att alla BOD-
kolvarna fylls helt. Eventuella luftbubblor avldgsnas genom latta slag pa kolvens sida. Starttidskolvarna analyse-
ras omedelbart for upplost syre antingen genom Winkler-metoden eller med elektrod. Innehillet 1 kolvarna kan
forvaras for senare analys med Winkler-metoden om man omedelbart tillsitter mangan(II)sulfat och natriumhy-
droxid (den forsta Winkler-reagensen). De vil tillproppade kolvarna, dir syret ir fixerat som brunt hydratiserat
mangan(III)oxid kan forvaras i mérker vid 10-20 °C i hogst 24 timmar innan Winkler-testet avslutas. Resterande
kolvar tillproppas och man ser till att inga luftbubblor innesluts, och de inkuberas vid 20 °C i morker. Parallellt
med varje serie skall det goras en fullstindig serie for bestimning av inokulatblindvarden. Under de 28 dagarnas
inkubering uttas med bestimda intervaller (minst en ging i veckan) minst 2 kolvar av varje serie for analys av
upplost syre.

Med veckovis provtagning skulle det procentuella avligsnandet kunna bedmas i ett 14-dagarfonster, medan det
vid provtagning var 3-4 dag, vilket skulle kriva ca dubbelt si minga kolvar, blir mojligt att identifiera
1C-dagarfonstret.

For N-haltiga imnen maste det korrigeras for syreforbrukning vid eventuell nitrifikation. For detta anvinds en
O,-elektrod for bestimning av koncentrationen av uppldst syre, varefter det tas ett prov frin BOD-kolven for
analys av nitrit och nitrat. Den férbrukade syremingden beriknas pa grundval av ékningen av nitrit- och nitrat-
koncentrationen (se bilaga V).

DATA OCH RAPPORTERING

Behandling av resultat

Forst beriknas BOD efter varje tidsintervall genom att dra ifran syreforlusten (mg O, per liter) i1 inokulatblind-
proven frin syreforlusten 1 kolven med testimne. Denna korrigerade syreforlust divideras med testimnets kon-
centration (mg/l), varefter den specifika BOD framkommer i mg syre per mg testimne. Den procentuella bio-
nedbrytbarheten beriknas genom att dividera den specifika BOD med den specifika ThOD (beriknad i enlighet
med bilaga 11.2) eller COD (bestimt genom analys, se bilaga I1.3), dvs.

BOD mg O, upptaget av testimne — mg O, upptaget av blindproven

mg testimne i kolven

= mg O, per mg testimne

BOD (mg O,/mg testimne )
x

% nedbrytning = ~ 100
ThOD (mg O,/mg testimne )
eller
BOD O,/mg testid
% nedbrytning = (mg O,/mg testimne) x 100
COD (mg O,/mg testimne )

Observera att dessa tvd metoder inte nédvindigtvis ger samma resultat. Den {6rst nimnda metoden rekommen-
deras.

Den ThOD (NH, eller NO;) som motsvarar det foreliggande kinnedomen om nitrifikation (bilaga IL.2)
anvinds. Om ofullstindig nitrifikation sker beriknas korrektionen for syreférbrukningen till nitrifikationen ut i
fran indringarna i nitrit- och nitratkoncentrationen (bilaga V).

Resultatens giltighet

Inokulatblindprovens syreférlust bor inte vara storre 4dn 1,5 mg upplost syre per liter efter 28 dagar. Om det
finns hogre virden maste forsdksteknikerna granskas kritiskt. Restkoncentrationen av syre i testkolvarna far inte
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understiga 0,5 mg/l vid nigot tillfille. Mitningar av si ligt syreinnehall ir endast giltiga om den anvinda mit-
metoden for uppldst syre tilliter noggrann mitning av sa 1agt innehall.

Se ocksd 1.5.2.

VI1.3.3. Rapportering
Se 1.8.
VL4, FORMULAR

Nedan visas ett exempel pa ett formulir.

CLOSED BOTTLE TEST
1. LABORATORIUM
2. DATUM VID INLEDNING AV TEST
3. TESTAMNE
Namn:
Stamlosningens koncentration: .... mg/l
Startkoncentration i kolven: .... mg/l
ThOD eller COD: ... mg O,/mg testimne
4. INOKULAT
Killa:
Behandling:
Eventuell forbehandling:
Koncentration i reaktionsblandningen: ... mg/l:
5. DOC-BESTAMNING

Metod: Winkler/elektrod

Kolvanalys
DO (mg/l)
Inkuberingstid (dagar)
0 nq n,
Blindprov 1 C,
(utan testimne)
2 C,
. C+G
Genomsnitt m,=—"7
1 a,
Testimne
2 a,
. y+a
Genomsnitt mg = —>5"—

Anmirkning: En motsvarande uppstillning kan anvindas for referenskemikalien och toxicitetskontrollproverna.
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6. KORREKTION FOR NITRIFIKATION (se bilaga V)

Inkuberingstid (dagar)

ny

n;

n;

i) Nitratkoncentration (mg N/I)

ii) Andring i nitratkoncentration (mg N/1)
iii) Syreekvivalent (mg/1)

iv) Nitritkoncentration (mg N/1)

v) Andring i nitritkoncentration (mg N/1)

vi) Syreekvivalent (mg/l)

ili + vi) Total syreekvivalent (mg/l)

7. FORLUST AV DO: % NEDBRYTNING

Forlust efter n dagar (mg(l)

oy

n;

ny

KOLV 1: (mto - mtx) - (mbo - mbx)

KOLV 2: (m,, — my) = (mp,, — mpy)

KOLV 1:

[(m, - m,) - (my, - my, )] x 100

% D,
konc. av test x ThOD f6r imne

KOLV 2:

[(m, -m_ )~ (my, - my)]x100
konc. av test x ThOD for imne

% D,

. D;+D,
% D genomsn.(¥) = —

(*) Ta inte genomsnittet om det féreligger visentlig skillnad med replikaterna.

m,, = virde i testkolven vid tid 0
m, = virde i testkolven vid tid x
my, = genomsnittsblindvirde vid tid 0

genomsnittsblindvirde vid tud x

8
®
It

Dessutom foretas korrektion fér nitrifikation i enlighet med punkt 6.

8. BLINDPROVER FOR FORLUST AV DO

Syreférbrukningen i blindprov: (my, - my,,s) mg/l. Denna férbrukning ir av betydelse for testets giltighet och far

hogst vara 1,5 mg/l.
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DEL VII.

VIL1.

VIL.2.

VIL.2.1.

VIiL.2.2.

VIL2.3.

MITI TEST (metod C.4-F)

TESTMETODSPRINCIP

Syreupptagningen i en omrérd 16sning eller uppslamning av testimnet i oorganiskt medium, som ir tillsatt ino-
kulat i form av sirskild odlade €j tillvanda mikroorganismer, mits automatiskt under 28 dagar i en mérklagd slu-
ten respirometer vid 25 # 1 °C. Den utvecklade koldioxiden absorberas i natriumhydroxid. Bionedbrytbarheten
uttrycks som den upptagna syremingden (korrigerat f6r blindprovens upptagning) i procent av den teoretiska
syreupptagningen (ThOD). Aven den procentuella primira bionedbrytbarheten beriknas, pi grundval av kom-
pletterande specifika kemiska analyser vid inkuberingens bérjan och slut och eventuellt genom DOC-analys.

TESTMETODSBESKRIVNING

Apparatur

a)

b)

d)

Membranfiltreringsutrustning (valfritt).

Kolanalysator (valfritt).

Framstillning av oorganiskt medium

Féljande stamlosningar framstills av reagenser av analyskvalitet och vatten (1.6.1):

a)

b)

<)

d)

monokaliumdihydrogenorthofosfat, KH,PO,
dikaliummonohydrogenorthofosfat, K,HPO,
dinatriummonohydrogenorthofosfat dodecahydrat, Na,HPO,
ammoniumklorid, NH,Cl

Upploses i vatten och fortunnas till 1 liter.

Upplésningens pH skall vara 7,2.

magnesiumsulfat heptahydrat, MgSO, . 7 H,0O

Upploses i vatten och fortunnas till 1 liter.

Kalciumklorid, vattenfritt, CaCl,

Uppléses i vatten och fértunnas till 1 liter.

Jarn(IT)klorid hexahydrat, FeCl, . 6 H,O

Uppléses i vatten och fortunnas till 1 liter.

3 ml tas av 16sning a, b, ¢ och d och fortunnas till 1 liter.

Framstillning av inokulat

Lokal med konstant temperatur och vattenbad pa 25 + 1 °C eller mindre.

.12 H,0

Automatisk elektrolytisk BOD-mitare eller respirometer, normalt med 6 kolvar p4 vardera 300 ml och med

skalar f6r CO,-absorbtionsmedel.

850 ¢g
21,75 g
44,60 g

1,70 g

2250 ¢

27,50 g

0,25 ¢g

Friska prover samlas in frin minst 10 platser, huvudsakligen omrdden dir det anvinds och utleds olika kemika-
lier. Frin sidana platser som reningsverk, floder, sjéar och havsomriden insamlas 1-liters prover av slam, ytjord,
vatten, etc. och allt blandas ordentligt. Material som flyter ovanpé avligsnas och efter ett tag anpassas superna-
tanten till pH 7 £ 1 med natriumhydroxid och fosforsyra.
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VIL.2.4.

VIIL.2.5.

VIL3.

VIL3.1.

En passande mingd filtrat anvinds for att fylla en “fill-and-draw” aktiv slambehillare, och vitskan luftas i ca
23 Y timme. 30 minuter efter det att luftningen avslutats halls omkring en tredjedel av den samlade supernatant-
volymen bort och det tillsitts en lika stor mingd av en 18sning (med pH 7) som innehiller 0,1 % glukos, 0,1 %
pepton och 0,1 % monokaliumorthoforfat, och luftningen pabérjas. Detta sker varje dag. Slamenheten drivs
efter god praxis: avloppsvattnet skall vara klart, temperaturen skall hillas vid 25 + 2 °C, pH skall vara 7 £ 1, slam
skall bottenfillas bra, tillricklig luftning skall uppritthillas f6r att hilla blandningen konstant aerob, protozoer
skall finns till hands och slamaktiviteten skall testas mot referensimnet minst var tredje minad. Slammet fir tidi-
gast anvindas som inokulat efter en ménads drift och inte senare in efter fyra minaders drift. Direfter uttas
regelbundet prover frin minst 10 platser var tredje minad.

For att hilla det friska och det gamla slammet pi samma aktivitet blandas den filtrerade supernatanten fran aktivt
slam genom anvindning av lika mycket filtrerat supernatant frin en firskt insamlat blandring fran 10 killor, och
denna vitska odlas i enlighet med ovan. 18-24 timmar efter det att enheten fyllts upp kan det tas slam fér
anvandning som inokulat.

Forberedelse av kolvar

Sex kolvar forbereds enligt foljande:

Nr 1: testimne i fortunningsvatten, 100 mg/l

Nr 2, 3 och 4: testimne fortunnat med oorganiskt medium till 100 mg/1

Nr 5: referensimne (t. ex. anilin) fértunnat med oorganiskt medium till 100 mg/1
Nr 6: rent oorganiskt medium.

Svirlosliga testimnen tillsitts direkt pd vikt- eller volymbasis eller hanteras i enlighet med bilaga III, bortsett
frin att varken l6sningsmedel eller emulgatorer fir anvindas. CO,-absorptionsmedel placeras i alla kolvar i den
sirskilda skilen. pH i kolv nr 2, 3 och 4 justeras till 7,0.

Genomférandet av testet

En liten mingd inokulat tillsatts till kolv nr 2, 3 och 4 (testuppslamningar), nr 5 (aktivitetskontroll) och nr 6
(inokulatblinprov) sa att koncentrationen av uppslammat torramne blir 30 mg/l. Inokulat tillsitts inte till kolv nr
1 som tjinar som abiotisk kontroll. Utrustningen samlas ihop, lufttitheten kontrolleras, omrérarna startas och
syreupptagningsmitningen startas i morker. Temperaturen, omrérningen och den coulometeriska syreupptag-
ningsskrivaren kontrolleras dagligen och eventuella firgindringar i kolvarna noteras. Syreupptagningen i de 6
kolvarna avlises direkt med hjilp av en passande metod, t. ex. pd sexkanalsskrivaren, som ger en BOD-kurva.
Vid inkuberingens slut, normalt efter 28 dagar, mits pH i kolvarna, och koncentrationen av resterande testimne
och av eventuella biprodukter och, nir det giller vattenlésliga imnen, eventuellt DOC-koncentrationen bestims
(bilaga 11.4). Sirskild forsiktighet maste iakttas om det ir tal om flyktiga kemikalier. Om nitrifikation férvintas
bestims om mojligt nitrat- och nitritkoncentrationen.

DATA OCH RAPPORTERING

Behandling av resultat

Testimnets syreforbrukning (mg) efter en viss tid, korrigerat for syreupptagningen i inokulatblinproven efter
samma tid, divideras med den anvinda viktmingden testimne. Av detta framkommer BOD uttryck som mg syre
per mg testimne, dvs.

BOD . ™8 O, upptaget av testimnet — mg O, upptaget av blindproven

mg testimne i kolven

= mg O, per mg testimne

Den procentuella bionedbrytningen framkommer av:
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BOD (mg O, per mg kemikalie )
ThOD (mg O, per mg kemikalie )

% bionedbrytning = % ThOD =

For blandningar beraknas ThOD p3 samma sitt som for enskilda amnen, namligen pi grundval av grundimnes-
analysen. Det ThOD som anvinds (ThODyyy, eller ThODy;) beror pi om nitrikfikationen ir frinvarande
eller fullstandig (bilaga I1.2). Om ofullstindig nitrifikation sker beriknas korrektionen for syreférbrukningen till
ni‘rifikationen u: i frin dndringarna i nitrit- och nitratkoncentrationen (bilaga V).

Den procentuella primira bionedbrytningen beriknas pi grundval av den mingd av den specifika (ursprungliga)
kemikalie som forsvinner (se 1.7.2).

D Sb_sa o
(=B x 100 %

Om forlust av testimne har skett i kolv nr 1, som miter fysisk och kemisk nedbrytning, antecknas detta och
testimnets koncentration (Sp) i denna kolv efter 28 dagar anvinds for att berikna den procentuella bionedbryt-
ningen.

Om (valfria) bestimningar gérs av DOC beriknas den procentuella fullstindiga bionedbrytningen genom:

o D= (12575 w100 %
! Co_cbo

i enlighet med punkt 1.7.1. Om testimne (DOC) har {érsvunnit frin kolv nr 1, som miter fysisk och kemisk
nedbrytning, anvinds DOC-koncentrationen i denna kolv f6r att beridkna den procentuella bionedbrytningen.

Alla resultat noteras pa de tillhérande formuliren.

VIL3.2. Resultatens giltighet

Inokulatblinprovens syreférbrukning dr normalt 20-30 mg O,/] efter 28 dagar och bér inte vara stérre in
60 mg/l. Om det finns virden 6ver 60 mg/l miste data och forsokstekmkerna granskas kritiskt. Om pH ligger
utanfor intervallet 6-8,5 och testimnets syreforbrukning ir mindre dn 60 % upprepas testet med ligre testim-
neskoncentrationer.

Se dven 1.5.2.

Om den procentuella nedbrytningen av anilin, berdknat utifrin syreférbrukningen, inte ir stdrre in 40 % efter
7 dagar och 65 % efter 14 dagar anses testet vara ogiltigt.

VIL3.3. Rapportering
Se 1.8.
VIIL4. RESULTATFORMULAR

Nedan visas ett exempel pi ett formular.

MITI (I) TEST

1. LABORATORIUM

2. DATUM VID INLEDNING AV TEST
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3. TESTAMNE
Namn:
Stamlgsningens koncentration: .... mg/l imne
Startkoncentration i kolven, C,: ... mg/l imne
Reaktionsblandningens volym, V: .... ml

ThOD: ... mg O,/1

4. INOKULAT

Platser for provtagningen:

1
2)
3)
4
5)

Koncentrationen av uppslammat torrimne 1 det aktiva slammet efter acklimatisering med syntetiskt avlopps-

vatten: .... mg/l.
Volym av aktivt slam per liter slutmedium: ... mL
Slamkoncentration i slutmedium: mg/!

5. SYREUPPTAGNING: BIONEDBRYTBARHET

Respirometertyp:

6)
7)
8)
9)
10) ...

Tid (dagar)
0 14 21 28
ay
O, upptag. (mg) a
testimne :
a3
O, upptag. (mg) b
blindprov
Korngerat O, E:] ) Eg
upptag. (mg) a; -b)
Kolv 1
BOD per mg (a-b) Kolv 2
testimne CV
Kolv 3
1
% nedbrytning 2
BOD -3
ThOD X 10
genomsn.*

Anmirkning: En motsvarande uppstillning kan anvindas for referenskemikalien och toxicitetskontrollproven.

* Ta inte genomsnittet om det foreligger en visentlig skillnad mellan replikaterna.
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6. KOLANALYS (valfritt)
Kolanalysator:
DOC .
Kolv A‘IPOC Genomsnitt
Mitt Korrigerat aviagsnat

Vatten + testimne a — —

Slam + testimne bi bl -c¢

Slam + testimne b2 b2 -c¢

Slam + testimne b3 b3 -c

Kontrollblind c — — —
a~-(b-¢)

% avlagsnat DOC: ———x 100

7. DATA FRAN SPECIFIK KEMISK ANALYS

Restmingd av testimne vid testets avslutning % nedbrytning
Blindprov med vatten - Sb
S
Medium med inokulat S.
S

S-S
% nedbrytning = bS % x 100
b

% nedbrytning beriknas for kolv a,, a, och a,.

8. ANMARKNINGAR

En kurva 6ver BOD mot tiden skall bifogas, om sidan foreligger.
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BILAGA I

FORKORTNINGAR OCH DEFINITIONER

DO: Upplost syre (mg/l) definieras som koncentrationen av upplost syre 1 ett vattnigt prov.

BOD: Biokemisk syreférbrukning (g) definieras som den mingd syre som mikroorganismer férbrukar vid
metabolism av testimnet. Resultatet uttrycks ocksd som gram upptaget syre per gram testat imne
(se metod C.5).

COD: Kemisk syreforbrukning (g) definieras som den mingd syre som férbrukas vid oxidering av testam-
net med varm dikromat 1 sur vitska. Det ir ett mitt pi den motsvarande mingden oxiderbart imne;
uttrycks ocksa 1 g forbrukat syre per g testimne (se metod C.6).

DOC: Upplést organiskt kol definieras som den mingd organiskt kol som finns i l6sningen, passerar
genom ett 0,45 pm filter eller forblir i centrifugatet efter centrifugering vid 40 000 m - s (+ 4 000 g)
1 15 minuter.

ThOD: Teoretisk syreférbrukning (mg) definieras som den samlade mingden syre som krivs fér fullstindig
“oxidering av ett kemiskt zmne. Det beriknas pi grundval av bruttoformeln (se bilaga II, punkt 2)
och uttrycks ocksd i mg syre per mg testimne.

ThCO,:  Teoretiskt koldioxid (mg) definieras som den mingd koldioxid som enligt berikningar pi grundval
av testimnets kinda eller mitta kolinnehill skulle bildas vid fullstindig nedbrytning av testimnet.
Det uttrycks ocksi i mg utvecklad koldioxid per mg testimne.

TOC: Ett provs totala innehill av organiskt kol definieras som summan av organiskt kol i l8sning och
uppslamning.

IC: Oorganiskt kol.

TC: Ett provs totala kolinnehall definieras som summan av organiskt och oorganiskt kol.

Primér bionedbrytning

definieras som en indring av ett dmnes kemiska struktur, framkallad pa biologisk vig, som resulterar i att imnet
mister sina specifika egenskaper.

Fullstindig bionedbrytning (aerob)

definieras som den nedbrytningsgrad som har ntts nir mikroorganismer har férbrukat ett testimne fullstiandigt
samtidigt som koldioxid, vatten, oorganiska salter och nya celldelar bildas (biomassa).

Litt bionedbrytning

kinnetecknar en godtycklig klass kemikalier som har klarat vissa specifika screeningtester for fullstindig bioned-
brytning. Dessa tester ir si kravande att sidana imnen snabbt kommer att fullstindigt brytas ned i vattnig miljo
under aeroba forhillanden.

Inberent (potentiell) bionedbrytbarbet

karakteriserar en klass kemikalier f6r vilka det finns klara bevis p3 bionedbrytning (primir eller fullstindig) vid
varje erkint test av bionedbrytbarhet.

Behandlingsmajlighet

definieras som mojligheten av avligsna ett dmne genom biologisk avloppsvattenrening utan att avloppsvattenre-

ningsprocessernas normala forlopp paverkas. Generellt ar alla litt bionedbrytbara imnen behandlingsbara, men
inte alla inherent bionedbrytbara imnen. Abiotiska processer kan ocksé inverka pé detta.
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Lag-period
definieras som den tid som gir vid ett elimineringstest frin inokuleringen tills dess att nedbrytningsprocenten ir

minst 10 %. Lag-perioden varierar ofta stort och ir svir att reproducera.

Nedbrytningstid

definieras som tiden mellan lagperiodens slut och den tid d3 nedbrytningen har nitt 90 % av sitt maximala virde.

10-dagarsfonstret

definieras som den period pa 10 dagar som borjar nir nedbrytningen har nitt upp till 10 %.

BILAGA II

BERAKNING OCH BESTAMNING AV LAMPLIGA HUVUDPARAMETRAR

Beroende p3 den metod som viljs kan olika huvudparametrar behévas. I detta avsnitt beskrivs hur dessa virden
utleds. Parametrarnas anviandning beskrivs i de individuella metoderna.

1. Kolhalt
Kolhalten kan antingen beriknas pi grundval av testimnets grundimnessammansittning eller bestimmas genom
elementiranalys.

2. Teoretisk syreférbrukning (ThOD)

Den teoretiska syreférbrukningen (ThOD) kan beriknas, om grundimnessammansittningen dr kind, och annars
bestimmas genom elementiranalys. For foreningen

CCHhCldNnNamOOPPSs
ir det utan nitrifikation

16[2c+1/2(h-cl-3n)+3s+5/2p+1/2na-o0]
ThOD Mw

mg/mg

och med nitrifikation

16{2c¢+1/2(h-cl)+5/2n+3s+5/2p +1/2na- o}
ThODy, N mg/mg

3. Kemisk syreférbrukning (COD)

Den kemiska syreforbrukningen (COD) bestims enligt metod C.6.

4. Upplést organiskt kol (DOC)

Upplést organiskt kol (DOC) definieras som den organiska mingd kol i en kemikalie eller en kemikaliebland-
ning som i vattnig 16sning kan passera genom ett 0,45 pm filter.
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Prover tas frin testbehillarna och filtreras omedelbart genom filtreringsutrustningen som ir forsedd med ett pas-
sande membranfilter. De férsta 20 ml av filtratet kasseras (vid sm3 filter kan denna mingd minskas). 10-20 ml
samlas upp fér kolanalys (vid insprutning mindre, beroende pa den anvinda kolanalysatorn). DOC-
koncentrationen bestims med hjilp av en organisk kolimnesanalysator som gor det mojligt att noggrant
bestimma en kolkoncentration pd mindre in 10 % av startkoncentrationen av DOC 1 testet.

Om filtrerade prover inte kan analyseras samma arbetsdag kan de forvaras i hogst 48 timmar i kylskip vid
24 °C eller lingre tid vid -18 °C,

Anmiérkningar:

Membranfilter ir ofta behandlade med ytaktiva imnen for att gora dem mer hydrofila. De kan dirfér innehilla
upp till flera mg upplosligt organiskt kol som kommer att pdverka bionedbrytbarhetsbestimningen. De ytaktiva
imnena och andra upplosliga organiska dmnen avligsnas frin filtren genom kokning i avjoniserat vatten i tre
ginger 1 timme. Om engingsfilter anvinds maste varje parti kontrolleras for att bekrifta att de inte avger upp-
16sligt organiskt kol.

P4 vissa typer av membranfilter kan adsorption av testimnet intriffa. Kontroll av att testimnet inte hills kvar pd
filtret rekommenderas dirfér.

Centrifugering vid 40 000 ms2 (4 000 g) i 15 minuter kan anvindas i stillet for filtrering nir man skall skilja mel-
lan TOC och DOC. Metoden ir inte palitlig vid en startkoncentration av < 10 mg DOC per liter, di antingen
inte alla bakterier avligsnas eller ndgot av kolet i bakteriernas cytoplasma iteruppléses.

REFERENSLITTERATUR

— Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, 12th ed., Am. Pub. Hlth. Ass., Am. Wat.
Poll. Control Fed., Oxygen Demand, 1965, s. 65.

— Wagner, R. Von Wasser, 1976, Vol.46, s. 139.

— DIN-Entwurf 38409 Teil 412 — Deutsche Einheitsverfahren zur Wasser-, Abwasser- und Schlammunter-
suchung, Summarisches Wirkungs- und Stoffkenngréfien (Gruppe H). Bestimmung des Chemischen Sauer-
stoffbedarfs (CSB) (H 41), Normenausschiff Wasserwesen (NAW) in DINN Deutsche Institut fiir Nor-

mung e. V.

— Gerike, P. The biodegradability testing of poorly water soluble compounds. Chemosphere, 1948, Vol. 13 (a=,
s. 169.

BILAGA 111

BEDOMNING AV SVARLOSLIGA AMNENS BIONEDBRYTBARHET

Vid test av svarldsliga imnens bionedbrytbarhet bér sirskild uppmirksamhet ges &t nedanstiende.

Trots att homogena vitskor sillan kommer att villa problem vid provtagningen rekommenderas att homogeni-
sera fasta material p3 limpligt sitt, s att fel till foljd av inhomogenitet undviks. Sirskild omsorg skall ske vid
uttagning av ett representativt prov pi nigra fi mg av blandningar av kemikalier och av imnen som innehiller
stora mangder orenheter.

Under testet kan man anvinda olika metoder for omrérning. Omrorningen skall dock vara si kraftig att kemi-
kalien halls dispergerad, och att 6verhettning, stark skumning och vildsam férskjutning undviks.

En emulgator kan anvindas for att framstilla en stabil dispersion av kemikalien. Emulgatoren fir inte vara toxisk
for bakterier och fir varken kunna brytas ned biologiskt eller vara skumbildande under testférhillandena.
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Samma kriterier som f6r emulgatorer giller fér }6sningsmedel.

Anvindning av fasta birarmaterial till fasta testimnen rekommenderas inte, diremot kan de vara limpliga till
oljeaktiga dmnen.

Nir tillsatsimnen sisom emulgatorer, 16sningsmedel och birarmaterial anvinds utfors ett blindprov med tillsats-
imnen.

Alla tre respirometertesterna, CO,, BOD och MITI kan anvindas for att undersoka svarldsliga amnens bioned-

brytbarhet.

REFERENSLITTERATUR

— de Morsier, A. et al. Biodegradation tests for poorly-soluble compounds. Chemosphere, 1987, Vol. 16,
s. 833.

— Gerike, P. The Biodegradation of poorly water soluble compounds. Chemosphere, 1984, Vol. 13, s. 169.

BILAGA IV

BEDOMNING AV BIONEDBRYTBARHETEN HOS KEMISKA AMNEN SOM MISSTANKS VARA
TOXISKA FOR INOKULAT

Om ett kemiskt imne som underkastas ett test f6r litt bionedbrytbarhet inte verkar vara bionedbrytbart rekom-
menderas foljande férfarande om man vill skilja mellan himning av bristande bionedbrytbarhet (Reynolds et al.,
1987).

Samma eller motsvarande inokulat anvinds for toxicitetstest som for bionedbrytbarhetstest.

For att kunna bedoma toxiciteten hos kemikalier som undersoks i test av latt bionedbrytbarhet kan man anvinda
en eller en kombination av féljande metoder: Himning av slammets respirationshastighet (aktiverat slam — respi-
rationshimningstest — direktiv 88/302/EEG); BOD och tillvixthimningstest.

Om himning till f6ljd av toxicitet skall undvikas rekommenderas anvindning av testimneskoncentrationer i test
av litt bionedbrytbarhet, som hogst dr 1/10 av de ECy,-virden (eller hogst de EC,o-virden) som erhillits vid
toxicitetstest. Amnen vars EC,, ir storre in 300 mg/l kommer troligtvis inte att ha toxiska verkningar i test fér

litt bionedbrytbarhet.

Ett EC, pd mindre dn 20 gl/l kommer troligtvis att skapa betydande svirigheter vid den efterfoljande test-
ningen. Testkoncentrationerna skall vara liga, vilket kraver anvindning av det strikta och kinsliga Closed Bottle-
testet eller av *C-markerat material. Alternativt kan det vid tillvinjning av inokulat bli mdjligt att anvinda

hogre testimneskoncentrationer. I det sistnimnda fallet mister testet for lite bionedbrytbarhet dock sin specifika
karaktir.

REFERENSLITTERATUR

Reynolds, L. et al., Evaluation of the toxicity of substances to be assessed for biodegradability. Chemosphere,
1987, Vol. 16, s. 2259.

BILAGA V

KORREKTION AV NITRIFIKATIONENS INTERFERENS PA SYREUPPTAGNINGEN

Fel till f6ljd av att inte ta hansyn til nitrifikation vid bedémning av bionedbrytbarheten hos testimnen, som inte
innehéller N, ir minimal (hogst 5 %) @ven om oxidationen av mediets innehdll av ammonium-N sker sporadiskt
frin testprovet till blindprovet. For testimnen som innehiller N kan dock visentliga fel uppsta.
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Om ofullstindig nitrifikation sker kan reaktionsblandningens iakttagna syreupptagning korrigeras for den syre-
mingd som har férbrukats fér oxidation av ammonium till nitrit och nitrat om indringarna 1 nitrit- och nitrat-
koncentrationen under inkuberingen bestims med hinsyn tagen till f5ljande reaktionsutjimningar:

2NH,Cl +3 O, = 2 HNO, +2 HCl + 2 H,0 )
2 HNO, + O, =2 HNO; (2
brutto:

2 NH,Cl +4 O, = 2 HNO; +2 HCl +2 H,0 (3)

Frin ekvation (1) blir syreupptagningen vid oxidation av 28 g kvive i form av ammoniumklorid (NH,CI) till
nitrit 96 g, dvs. en faktor av 3,43 (96/28). P& motsvarande sitt blir syreupptagningen vid oxidation av 28 g kvive
till nitrat (3) 128 g, dvs. en faktor av 4,57 (128/28).

Eftersom reaktionerna ir sekvensiella, di de sker p. g. a. deras individuella bakteriearter, kan nitratkoncentra-
tionen Ska eller minska. I det sistnimnda fallet kommer en ekvivalent mingd nitrat att bildas. Till féljd av detta
blir syreférbrukningen vid nitratbildning 4,57 ginger kningen i nitratkoncentrationen, men den syremingd som
ir involverad i nitritbildningen blir dock 3,43 ginger okningen av nitritkoncentrationen, eller vid en minskning
av nitritkoncentrationen, en syreférlust av — 3,43 ginger koncentrationsminskningen.

Dvs.

O,-férbrukningen vid nitratbildning = 4,57 x N-nitratkoncentrations6kningen 4)
och

O,-férbrukningen vid nitritbildning = 3,43 x N-nitritkoncentrationsékningen &)
och

O,-férlusten vid nitritférsvinnande = - 3,43 x N-nitritkoncentrationsminskningen (6)
och dirfér blir

O,-férbrukningen till nitrifikation = + 3,43 x N-nitritkoncentrationsindringen

+ 4,57 x N-nitratkoncentrationsokningen @
och dirmed

O,-forbrukningen till C-oxidation = total iakttagen forbrukning — férbrukning till nitrifikation (8)

Alternativt kan syreupptagningen till foljd av nitrifikation som en fdrsta uppskattning sittas till 4,57 x tillvixten
av oxiderat N, om endast totalt oxiderat N bestims.

Det korrigerade virdet for syreforbrukningen till C-oxidation jimférs sedan med ThRODNH, beriknat enligt
bilaga II.
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C.5. NEDBRYTNING - BIOKEMISK SYREFORBRUKNING

1. METOD

1.1. INLEDNING

Syftet med denna metod ir att mita den biokemiska syreférbrukningen (BOD) fér fasta eller flytande organiska
amnen.

Data som erhills vid detta test avser vattenldsliga foreningar. Dock kan, itminstone principiellt, dven flyktiga
féreningar undersokas.

Metoden kan endast tillimpas pi organiska testimnen som vid de koncentrationer som anvinds i testet inte
inverkar himmande pa bakterier. Om testimnet inte ar lsligt vid testkoncentrationen kan det vara nédvindigt
att vidta sirskilda dtgirder, t. ex. att anvinda ultraljudsdispersion, fér att uppnd en god dispersion av testimnet.

Uppgifter om testimnets toxicitet {6r mikroorganismer kan vara till nytta vid tolkningen av liga resultat och vid
valet av limpliga testkoncentrationer.

1.2. DEFINITIONER OCH ENHETER .

BOD definieras som den mingd upplost syre som krivs for den biokemiska oxideringsprocessen for en angiven
mingd 15sning av testimnet under testbetingelser.

Resultaten uttrycks som gram BOD per gram testat dmne.

1.3. REFERENSAMNEN

Det ir 6nskvirt att limpligt kontrollimne anvinds fér att kontrollera inokulatets aktivitet.

1.4, TESTMETODSPRINCIP

En forbestimd mingd av dmnet, uppldst eller dispergerat i ett vl syrsatt medium, inokuleras med mikroorga-
nismer och inkuberas i mérker vid en konstant, definierad passande temperatur.

BOD bestims genom skillnaden mellan mingden upplést syre i bérjan och i slutet av testet. Testet skall pags i
minst fem dagar och hogst 28 dagar.

Parallellt med testet skall utféras ett blindprov utan innehill av testimnet.

1.5. KVALITETSKRITERIER
BOD-bestimningen kan inte anses vara en giltig bestimning av ett imnes bionedbrytbarhet. Detta test kan
endast betraktas som ett screening-test.

1.6. METODBESKRIVNING

Enbpreliminir 16sning eller dispersion av dmnet forbereds for att uppnd en BOD-koncentration som ir forenlig
med den anvinda metoden. BOD bestims direfter enligt limplig nationell eller internationell standardmetod.
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2. DATA OCH UTVARDERING
BOD-innehillet i l6sningen beriknas enligt den valda standardmetoden och omvandlas till gram BOD per gram
testat imne.
3. RAPPORTERING
Den anvinda metoden skall anges.
Den biokemiska syreforbrukningen skall vara ett medeltal av minst tre giltiga mitningar.
Alla uppgifter och upplysningar som ir av betydelse for tolkningen av resultaten skall rapporteras, sirskilt avse-
ende imnets sammansittning, orenheter, fysiske tillstind och toxiska effekter som kan piverka resultaten.
Eventuella tillsatser som anvints for att hamma biologisk nitrifikation skall rapporteras.
4. HANVISNINGAR
Lista 6ver 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 mate-
rials, HMSO, London.
ISO 5815: Determination of biochemical oxygen demand after n days.
C. 6. NEDBRYTNING - KEMISK SYREFORBRUKNING
1. METOD
1.1, INLEDNING
Syftet med denna metod ir att mita den kemiska syreforbrukningen (COD) f6r fasta eller flytande organiska
imnen pé ett godtyckligt standardsitt under givna laboratoriebetingelser.
Uppgifter om dmnets formel ar till nytta vid utférandet av testet och tolkningen av resultaten (t. ex. halogens-
alter, ferrosalter av organiska foreningar, organiska klorféreningar).
1.2. DEFINITIONER OCH ENHETER

Den kemiska syreférbrukningen ir ett mitt pd ett Zmnes férmiga att oxideras, uttryckt som den ekvivalenta
mingden syre i en oxiderande reagens som forbrukas av imnet under givna laboratoriebetingelser.

Resultatet uttrycks i gram COD per gram testat dmne.
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1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

REFERENSAMNEN

Referensimnen behver inte anvindas i samtliga fall nir ett nytt imne skall undersékas. Referensimnen skall
férst och frimst anvindas till att emellandt kalibrera metoden och till att méjliggéra en jimforelse av resultaten
nir en annan metod tillimpas.

TESTMETODSPRINCIP

En forbestimd mingd av imnet, upplost eller dispergerat i vatten, oxideras av kaliumbikromat i ett starkt sva-
velsyremedium med silversulfat som katalysator under iterflde i tvd timmar. Restmingden bikromat bestims
genom titrering med standard jarnammoniumsulfat.

Vid klorhaltiga imnen tillsitts kvicksilversulfat(*) fér att reducera inverkan av klor.

KVALITETSKRITERIER

Till £51jd av det godtyckliga sittet att bestimma COD skall resultatet mera betraktas som en “indikator pi oxi-
deringsférmigan” in som ett matt pi mingden organiskt imne.

Klorid kan inverka pa detta test. Oorganiska reducerande eller oxiderande imnen kan ocksd inverka pi BOD-
bestimningen.

Vissa cykliska foreningar oxideras inte till fullo vid detta test.

METODBESKRIVNING

En inledande l6sning eller dispersion av dimnet bereds s3 att ett COD mellan 250 och 600 mg per liter erhills.
Anmirkningar:

Vid svirlésliga imnen och dmnen som inte dispergerar kan finpulvriserat eller flytande dmne motsvarande unge-
fir 5 mg COD éverforas till fors6ksapparaten tillsammans med vatten.

Den kemiska syreférbrukningen (COD) bestims ofta, och sirskilt for svirldsliga imnen, i f6rvig med en variant
av metoden, nimligen ett slutet system med tryckutjimning (H. Kelkenberg, 1975). Med denna modifikation
kan det ofta med framging foretas kvantitativ bestimning av féreningar som endast med svirighet kan bestim-
mas genom konventionella metoder, t. ex. ittiksyra. Metoden duger dock inte for pyridin. Okning av kalium-
dikromatkoncentrationen till 0,25 N (0,0416 M) i enlighet med hinvisning 1 kan underlitta den direkta invig-
ningen av 5-10 mg imne, vilket ir ett villkor for COD-bestimning pi imnen som ir svirldsliga i vatten
(hadnvisning 2).

For 6vrig bestims COD direfter med hjilp av en limplig nationell eller internationell standardmetod.

DATA OCH UTVARDERING

COD-innehllet i testkolven beriknas enligt den valda standardmetoden och omvandlas till gram COD per
gram testat imne.

* Efter anvindning skall 16sningar som innehiller kvicksilversalt behandlas for att undvika spridning av kvicksilver i miljén.
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RAPPORTERING

Den anvinda referensmetoden skall anges.

Den kemiska syreforbrukningen skall vara ett medeltal av minst tre matningar. Alla uppgifter och upplysningar
som ir av betydelse for tolkningen av resultaten skall rapporteras, sirskilt avseende orenheter, imnets fysiska
tillstind och egenskaper (om de r kinda) som kan péaverka resultaten.

Om kvicksilversulfat har anvints f6r att minimera inverkan av klor skall detta rapporteras.

HANVISNINGAR
1. Kelkenberg, H. Z., von Wasser und Abwasserforschung, 1975, vol. 8., s. 146.

2. Gerike, P. The biodegradability testing of poorly water soluble compounds. Chemosphere, 1984, vol. 13, s.
169.

Lista 6ver standardiserade metoder, t. ex.:

NBN T 91-201:Determination of the oxygen demand.

ISBN O 11 7512494:Chemical oxygen demand (dichromate value) of polluted and waste waters.

NTF 90-101:Determination of the chemical oxygen demand.

DS 217 = water analysis:Determination of the chemical oxygen demand.

DIN 38409-H-41Determination of the chemical oxygen demand (COD) within the range above 15 mg per litre.
NEN 3235 5.3 Bepaling van het chemisch zuurstofverbruik.

ISO 6060 Water quality: chemical oxygen demand dichromate methods.

C. 7. NEDBRYTNING - ABIOTISK NEDBRYTNING: HYDROLYS SOM EN FUNKTION AV pH-VARDE

1.1.

METOD

Denna metod ir baserad pA OECD:s riktlinjer f6r undersokning av kemikalier (se hinvisning 1).

INLEDNING

Hydrolys ir en viktig reaktion som styr den abiotiska nedbrytningen. Denna reaktion ir av sirskild betydelse
for iamnen med lig bionedbrytbarhet och den kan piverka ett imnes bestindighet i miljon.

De flesta hydrolysreaktioner ir av psexdo-forsta ordningen och halveringstiden ir dirfér oberoende av koncen-
tration. Detta innebir att resultat som erhills vid laboratoriekoncentrationer normalt kan extrapoleras till
betingelserna i miljon.

For flera typer av kemikalier har dessutom rapporterats ett antal exempel (se hinvisning 2) p4 tillfredsstillande
Sverensstammelse mellan resultat i rent och i naturligt férekommande vatten.



234 Europeiska gemenskapernas officiella tidning 06/Vol. 06

Forhandsuppgifter om imnets dngtryck ir till nytta vid utférandet av detta test.

Denna metod kan endast tillimpas pi vattenldsliga imnen. Orenheter paverkar resultaten.

Kemikaliers hydrolysegenskaper skall undersokas vid pH-virden som normalt finns i miljon (pH-virde 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 erhills genom:

hastighet = k [H,0] - [RX] [2]

Eftersom vatten forekommer i stort dverskott jimfort med dmnet beskrivs denna typ av reaktion vanligen som
en pseudo-forsta ordningens reaktion i vilken den observerade hastighetskonstanten erhills genom relationen:

ks = k x [H,0] [3]

Denna konstant kan bestimmas for ett pH-virde och en temperatur, T, med uttrycket:

2,303 C

0
ke gp—— % log€t 4]
dir:
t = tiden,
C, = amnets koncentration vid tiden 0,
C, = imnets koncentration vid tiden t, och
2,303 = omvandlingsfaktorn mellan naturliga logaritmer och tiologaritmer.

Koncentrationerna uttrycks i gram per liter eller mol per liter.

Konstanten k., har dimensionen (tid).

Halveringstiden, t,,,, definieras som den tid det tar att minska testimnets koncentration med 50 %, dvs.:

C,=1/2-C, 5]

Med uttrycken (4) och (5) kan visas att:

t, = 0,693/k [6]
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1.3. REFERENSAMNEN

Referensimnen behdver inte anvindas i samtliga fall nir ett nytt amne skall undersokas. Referensimnen skall
forst och frimst anvindas till att emellandt kalibrera metoden och till att méjliggéra en jaimférelse av resultaten
nir en annan metod tillimpas.

Foljande imnen har anvints som referensimnen:
Acetylsalicylsyra (aspirin)

Fosfortionatsyra 0,0-dietyl 0-(6-metyl-2-(1metyletyl)4-pyrimidinylester (dimpylat, diazinon).

14, TESTMETODSPRINCIP

Amnet upploses i vatten vid en lig koncentration och pH-virdet och temperaturen kontrolleras.
Minskningen i imnets koncentration med tiden foljs enligt limpligt analysforfarande.

Logaritmen av koncentrationen avbildas som en funktion av tidén och om det blir en rit linje kan forsta ord-
ningens hastighetskonstant erhéllas av linjens lutning (se punkt 2).

Nir det inte gir att direkt bestimma en hastighetskonstant for en viss temperatur kan man oftast uppskatta kon-
stanten genom att anvinda Arrhenius ekvation, som ger hastighetskonstantens beroende av temperaturen. Uti-
frin den linjira avbildningen av logaritmen av hastighetskonstanten, bestimd vid limplig temperatur som en
funktion av den reciproka absoluta temperaturen, K, kan man extrapolera vardet f6r hastighetskonstanten, vil-
ken inte gick att bestimma direkt.

1.5. KVALITETSKRITERIER

I hinvisning 2 rapporteras att mitningar av hastighetskonstanter f6r hydrolys av 13 klasser av organiska struk-
turer kan vara mycket noggranna.

Repeterbarheten ir sirskilt beroende av kontrollen av pH-virdet och koncentrationen av det upplésta syret och
den kan piverkas av férekomsten av mikroorganismer.

16. METODBESKRIVNING
1.6.1. Reagenser
1.6.1.1. Buffertlosningar

Testet utférs med tre pH-virden: 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. Nigra exempel pd buffertsystem presenteras i tilligget.

Hydrolyshastigheten kan piverkas av det buffertsystemet som anvinds. Om det finns tecken pi detta skall ett
alternativt buffertsystem anvindas. I hinvisning (2) rekommenderas anvindning av borat- eller acetatbuffertar i
stillet for fosfatbuffert.

Om buffertlésningarnas pH-virde vid testtemperaturen inte ir kint kan det bestimmas med en kalibrerad
pH-mitare vid den valda temperaturen med en noggrannhet pi + 0,1 pH-enheter.

1.6.1.2. Testlosningar

Testimnet skall upplésas i den valda bufferten och koncentrationen fir inte verstiga 0,01 M eller halva mitt-
nadskoncentrationen. Det ligsta av dessa virden skall anvindas.
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1.6.3.

1.6.4.

1.6.5.

1.6.5.1.

1.6.5.2.

Anvindning av organiska 16sningsmede} som dr blandbara med vatten rekommenderas endast for imnen med lig
wattenloslighet.

Mingden 16sningsmedel skall vara hégst 1 % och 1sningsmedlet fir inte inverka pa hydrolysprocessen.

Apparatur

Glasflaskor med propp skall anvindas, men fett fir inte appliceras pa den slipade ytan.

Om imnet eller buffertsystemet ar flykrigt, eller om testet gors vid forhdjda temperaturer, ir férseglade eller
membranférslutna ror att foredra och tomma utrymmen skall undvikas.
Analysmetod

Metoden skall vara specifik s3 att den medger bestimning av testimnet vid testlésningens koncentrationer och
den kan girna bestd av en kombination av limpliga analystekniker.

Vilken analysmetod som skall anvindas beror pi imnets art. Metoden skall vara tillrickligt noggrann och sen-
sitiv for att uppticka en minskning pa 10 % av den initiala koncentrationen.
Testbetingelser

Testet utfors i ett termostatreglerat avgrinsat utrymme eller i ett bad med en konstant temperatur pa + 0,5 °C av
den valda temperaturen. Temperaturen skall hillas inom 0,1 °C. Atgirder skall vidtas fér att undvika inverkan
av fotolys.

Alla limpliga forsiktighetsdtgirder skall vidtas fér att forhindra upplésning av syre (t. ex. genombubbling med
kvive eller argon i fem minuter innan 16sningen framstalls).

Testforfarande

Forberedande test

For alla imnen skall ett forberedande test utféras vid 50 + 0,5 °C med tre pH-virden: 4,0, 7,0 och 9,0. Tillricklige
antal mitningar skall goras for att uppskatta om halveringstiden (t,,,) vid varje pH-virde och vid 50 °C ir min-
dre in 2,4 timmar eller om mindre 4n 10 % hydrolys observeras efter fem dagar. (Man kan uppskatta att dessa
virden motsvarar halveringstider som ir mindre 4n en dag respektive lingre 4n ett ir under betingelser som ir
mer representativa f6r 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 pa 2,4 timmar vid 50 °C, eller mindre dn 10 % har hydrolyserats efter fem dagar behover
ytterligare test inte goras.

1 andra fall och f6r enskilda pH-virden for vilka detta villkor inte har uppfyllts, utfors test 1.

Test 1

Test 1 utfors vid en temperatur, helst 50 +0,5 °C och, om det ir mojligt, under sterila betingelser vid de
pH-virden fér vilka det férberedande testet har visat att det ir nddvindigt med ytterligare test.

Tillrickligt antal prov (minst fyra) skall viljas s3 att de ticker intervallet 20 — 70 % hydrolys fér att undersoka
om reaktionen vid de angivna pH-virdena ir av pseudo-férsta ordningen.

Reaktionens ordning bestims for varje pH-virde vid vilket test 1 utfors.
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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 sikerhet kan faststillas att reaktionen ir av psendo-forsta ordningen skall ytterligare
test goras enligt anvisningarna for test 2.
Om det vid test 1 med sikerhet kan faststillas att reaktionen ar av pseudo-forsta ordningen skall ytterligare test
goras enligt anvisningarna fér test 3. (Alternativt kan det under vissa omstindigheter vara méjligt att berikna
hastighetskonstanter vid 25 °C utifrin konstanter vid 50 °C, vilka har beriknats p3 basis av resultaten frin test
1 (se 3.2)

1.6.5.3. Test 2
Detta test utférs for alla pH-virden for vilka resultaten frin test 1 har visat att detta test ir nddvindigt:
— antingen vid en temperatur under 40 °C
— eller vid tvi temperaturer 6ver 50 °C med minst 10 °C skillnad.
For varje pH-virde och temperatur vid vilka test 2 utférs skall minst sex limpligt férdelade datapunkter bestim-
mas si att hydrolysgraden ligger i intervallet 20 - 70 %.
For ett pH-virde och en temperatur gors tva bestimningar. Om test 2 gors vid tva temperaturer éver 50 °C skall
den andra bestimningen utforas vid den ligre av dessa tvd temperaturer.
For varje pH-virde och temperatur vid vilka test 2 utférs skall dir s dr mojligt halveringstiden (t,,,) uppskattas
genom en grafisk framstillning.

1.6.5.4. Test 3
Detta test utfors for alla pH-virden for vilka resultaten frin test 1 har visat att detta test ir nédvindigt:
— antingen vid en temperatur under 40 °C
— eller vid tvd temperaturer 6ver 50 °C med minst 10 °C skillnad.
For varje pH-virde och temperatur vid vilka test 3 utfors skall tre datapunkter bestimmas, den férsta vid td 0
och den andra och tredje nir hydrolysgraden ir hogre in 30 %. Konstanten k, och t,,, skall beriknas.

2. DATA

For reaktioner av pseudo-forsta ordningen kan virdet for k,,, for varje pH-virde och varje testtemperatur erhal-
las frin den grafiska framstillningen av logaritmen av koncentrationen som en funktion av tiden med anvind-
ning av uttrycket:

ks = - lutning x 2,303 [7]
Vidare kan t,,, beriknas enligt ekvation 6.
Uppskatta ks .c genom att tillimpa Arrhenius ekvation, dir si ir mojligt.

For reaktioner som inte ar av pseudo-forsta ordningen, se 3.1.
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3. RAPPORTERING

3.1 TESTRAPPORT
Testrapporten skall om méjligt innehilla f5ljande uppgifter:
— Specifikation av dmnet.
— Alla resultat som erhillits 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 fér k., och t;;, och hur dessa har beriknats.

— For reaktioner som inte ir av pseudo-forsta ordningen framstills resultaten grafiskt som logaritmer av kon-
centration som en funktion av tiden.

— Alla uppgifter och observationer som ir nddvindiga fér att tolka resultaten.

3.2 TOLKNING AV RESULTAT

Det kan vara méjligt att berikna acceptabla virden for testimnets hastighetskonstant (vid 25 °C), forutsatt att
det redan finns experimentella virden for aktiveringsenergin f6r imnen som ir homologa med testimnet och for-
utsatt att det ir rimligt att anta att testimnets aktiveringsenergi ir av samma storleksordning.

4. HANVISNINGAR
1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 111, ridets beslut C(81) 30 slutligt.

2) W. Mabey och T. Mill, “Critical Review of Hydrolysis of Organic Compounds in Water Under Environ-
mental Conditions”, J. Phys. Chem. Ref. Data, 1978, vol. 7.2, s. 383-415.

Tilligg
BUFFERTBLANDNINGAR

A. CLARK OCH LUBS

De pH-virden som rapporteras i dessa tabeller har beriknas utifrin de potentiella mitningarna enligt Sérensens
standardekvationer (1909). Det faktiska pH-virdet ir 0,04 enheter higre in 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 m! 3,8

0,1 M kaliumhydrogenftalat + 0,1 N NaOH vid 20 °C
0,40 ml 0,1 N NaOH + 50 ml ftalat 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 wid 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
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0,1 M H,BO, i 0,1 M KCI +0,1 N NaOH vid 20 °C
16,30 ml 0,1 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
Sammansittning pH-virde
0,1 M monokaliumcitrat och 0,1 N NaOH vid 18 °C
(tillsdet sm3 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 42
C. SORENSEN

0,05 M borax + 0,1 N HCl

Sammansittning pH-virde
Walbum
Borax (ml) HCI (ml) Sorensen 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
Walbum
Borax (ml) NaOH (ml) Sérensen 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




