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KOMMISSIONEN

KOMMISSIONENS DIREKTIV
af 25. april 1984

om sjette tilpasning til-den tekniske udvikling af Ridets direktiv 67/548/EQF om
tilnzrmelse af lovgivning om klassificering, emballering og etikettering af farlig stoffer

(84/449/EQF)

KOMMISSIONEN FOR DE EUROPAISKE
FALLESSKABER HAR —

under henvisning: til traktaten om oprettelse af Det
europaxiske gkonomiske Fellesskab,

under henvisning til Radets direktiv 67/548/EQF af
27. juni 1967 om tilnzrmelse af lovgivning om klassifi-
cering, emballering og etikettering af farlige stoffer (1),
axndret for sjette gang ved Ridets direktiv 79/831/
EQF) (2), navnlig artikel 19, 20 og 21, og

ud fra felgende betragtninger:

I artikel 3, stk. 1, i R&dets direktiv 79/831/EQF er det
fastsat, at bestemmelsen af stoffernes og praparaternes
fysisk-kemiske egenskaber, deres toksiciter -og deres
skotoksicitet foretages efter de metoder, der er fastlagt i
bilag V;

i artikel 19 i-direktiv 79/831/EQF af 18. september
1979 _er det fastsat, at bilag V omfattes af fremgangs-
mdden for udvalget for tilpasning til den tekniske udvik-
ling, og der bar navnlig tages hensyn til metoder, som
internationale organisationer har anerkendt og eventuelt
rettet henstillinger om;

bestemmelserne i dette direktiv er i overensstemmelse
med udtalelse fra Udvalget for tilpasning til den tek-
niske udvikling af direktiverne om fjernelse af tekniske

(") EFT nr. L 196 af 16.-8. 1967;s. 1.
() EFT nr. L 259 af 15. 10. 1979, s: 10.

hindringer for samhandelen med farlige Stoffer og Pre-
parater —

UDSTEDT FOLGENDE DIREKTIV:

Artikel 1

Teksten i bilag V til direktiv. 67/548/EQF erstattes af
teksten, der er anfert i bilaget til dette direktiv.

Artikel 2

Medlemsstaterne vedtager og offentligger inden den
1. juli 1985 de bestemmelser, der er nedvendige for at
efterkomme dette direktiv, og underretter straks Kom-
missionen herom. De anvender disse bestemmelser
senest fra den 1. juli 1986.

Artikel 3
Dette direktiv er rettet til medlemsstaterne.
Udfzrdiget i Bruxelles, den 25. april 1984.
Pd Kommissionens vegne

Karl-Heinz NARJES

Medlern af Kommissionen
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BILAG

I bilaget anfores undersagelsesmetoder til bestemmelse af fysisk-kemiske, toksikologiske og
ekotoksikologiske egenskaber, der er opregnet i bilag VII og i bilag VIHI til direktiv
79/831/EQF.

Metoderne er baseret pi sidanne, der er anerkendt og anbefalet af kompetente internatio-
nale organisationer (navnlig OECD). -

Hvor der ikke har foreligget sddanne metoder, er der valgt nationale standardmetoder eller
videnskabeligt anerkendte metoder. I almindelighed skal undersogelserne foretages med
stoffet, som det markedsferes. Man ber vzre opmarksom p4, at urenheder kan pavirke
undersogelsesresultaterne.

Hvis metoderne i bilaget til direktiv 79/831/EQF ikke er anvendelige til undersegelse af en

given egenskab, skal anmelderen eftervise berettigelsen af, at en alternativ metode er

anvendt.

Dyreforseg og -undersogelser skal udferes i overensstemmelse med de nationale bestemmel-
ser og ber tage hensyn til humane principper og den internationale udvikling i spergsmalet
om dyrenes velbefindende.

Hvor undersogelsesmetoder er ligevardige, ber kun de metoder anvendes, som bruger det
mindste antal forsegsdyr.
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AFSNIT A: METODER TIL BESTEMMELSE AF FYSISK-KEMISKE EGENSKABER

A.1. SMELTEPUNKT/ SMELTEPUNKTSINTERVAL

1. METODE

7
De beskrevne metoder er baseret pA OECD retningslinje for undersegelse af kemikalier (1).

1.1. INDLEDNING

De beskrevne metoder og apparater kan anvendes til bestemmelse af smeltepunktet for kemiske stoffer
uden renhedsbegransninger.

Valg af metode athanger af arten af det stof, der skal undersoges.
Det er siledes afgorende, om stoffet let, vanskeligt eller slet ikke kan pulveriseres.

For nogle stoffer er bestemmelse af fryse- eller storkningspunkt mere hensigtsmassigt,-og standarder for
disse bestemmelser er ogsd optaget i retningslinjen.

1.2. Definitioner og enheder

Smeltepunktet defineres som den temperatur, ved hvilken faseovergangen fra fast til flydende tilstand
finder sted ved normalt atmosfzretryk.

I det ideale tilflde svarer denne temperatur til temperaturen ved storknings- eller frysepunktet.

Da faseovergangen for mange stoffer finder sted over et storre temperaturinterval, beskrives den ofte
som smeltepunktintervallet.

Enhedsomregning (K til °C):

t=T—273,15 hvorter °C. og T er K.

1.3. Referencestoffer
Det er ikke nedvendigt at anvende referencestoffer i alle tilfelde, nir et nyt stof skal underseges.
Referencestoffer skal forst og fremmest anvendes til lejlighedsvist at korrigere metoden og rtil at

muliggare sammenligning af resultater, nir en anden metode anvendes.

Nogle referencestoffer er angivet i referencerne (2).

1.4. Metodeprincip
Temperaturen (temperaturintervallet) for faseovergangen fra fast til flydende tilstand bestemmes. I

praksis bestemmes temperaturen ved begyndende smeltning og ved endelig smeltning under opvarmning
af en preve af stoffet ved atmosferetryk. ’

Tre typer metoder er beskrevet: kapillarmetoder, varmebordsmetoder og frysepunktsbestemmelser
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1.4.1. Kapillarmetoder

1.4.1.1. Smeltepunktsapparater med vaskebad.

En lille mangde af det findelte stof fyldes i et kapillarrer og pakkes tzt. Reret opvarmes sammen med et
termometer, og temperaturforegelsen indstilles ‘til mindre end ca. 1 K/min under den egentlige
smeltning. Temperaturen ved begyndende og endelig smeltming bestemmes.

1.4.1.2. Metalblok

Som beskrevet under 1.4.1.1 bortset fra, at kapillarreret og termometret er anbragt i en opvarmet
metalblok og kan iagttages gennem huller i blokken.

1.4.1.3. Bestemmelse med fotocelle.

Proven i kapillarreret opvarmes automatisk i en metalcylinder. En lysstrile sendes gennem stoffet via et
hul i cylinderen og ind pa en nejagtigt indstillet fotocelle. De fleste stoffers optiske egenskaber zndres
under smeltning fra at vare ugennemsigtige til gennemsigtige. Lysintensiteten, som nir fotocellen, eges
herved, og der sendes et stopsignal til en digitalindikator, som viser temperaturen af et platinmodstands-
termometer anbragt i varmekammerer. Denne metode kan ikke anvendes for visse stzrkt farvede

stoffer.
1.4.2. Varmeborde
1.4.2.1. Koflers varmebank

Koflers varmebank bestir af to elektrisk opvarmede metalstykker med forskellig varmeledningsevne og
er udformet sidan, at dens temperaturgradient i lzngderetningen er nzsten linezr. Varmebznken kan
spxnde over temperaturomridet fra 283 K til 543 K og er forsynet med en sarlig anordning til
temperaturaflasning, som omfatter en skyder med en viser og en fane, der er szrligt udformet til den
enkelte bank. Smeltepunktet bestemmes ved, at det pigzldende stof lzgges i et tyndt lag direkte pi
bankens overflade, hvorefter der p fa sekunder opstdr en skarp skillelinje mellem flydende og fast fase.
Temperaturen pi skillelinjen aflzses ved at indstille viseren pa denne.

1.4.2.2, Smeltemikroskop.

Adskillige varmeborde med mikroskop er i anvendelse til smeltepunktbestemmelser pi meget sm3
provemangder. 1 de fleste varmeborde miles temperaturen med en termofeler, men undertiden
anvendes ogsd kvikselvtermometre. Et typisk smeltepunktsapparat bestiende af varmebord med
mikroskop er udstyret med et varmekammer indeholdende en metalplade, hvorp4 preven anbringes i en
slede. I midten af metalpladen er der et hul, hvorigennem der kan sendes lys fra mikroskopets
belysningsspejl. Nar apparatet er i brug, er kammeret lukket med en glasplade for at forhindre luftens
adgang til arbejdsfeltet. Opvarmningen af preven reguleres med en rheostat. Kraves meget nejagtige
mdlinger, kan der for optisk anisotrope stoffer anvendes polariseret lys.

1.4.2.3. Meniskmetoden

Denne metode anvendes kun for polyamider.

Der bestemmes den temperatur, ved hvilken forskydningen af en silikonoliemenisk, som er indeslutter
mellem et varmebord og et dzkglas hvilende p4 det undersogte polyamid, iagttages visuelt.
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1.4.3. Metode til bestemmelse af frysepunkt
Proven fyldes i en serlig type reagensglas og anbringes i et apparat til bestemmelse af krystallisations-
punktet. Proven afkeles under konstant, svag omrering, og temperaturen afleses og noteres med 30

sekunders mellemrum. N4r temperaturen er konstant ved flere aflzsninger, anferes denne temperatur
(korrigeret for termometerfejl) som krystallisationspunktet.

1.5. Kvalitetskriterier

Anvendelighed og nejagtighed for de forskellige metoder til bestemmelse af smeltepunkt/smeltepunkis-
interval er angivet i tabel 1.

TABEL: METODERNES ANVENDELIGHED

A. Kapillarmetoder

For stoffer,| For stoffer, som Omtr.
Mélemetode som kan ikke let Temptzr;tur maksim. Bemarkninger
pulveriseres pulveriseres omrade nejagt. ()
Smeltepunktsapparater ja enkelte 273K | + 0,3 K| standard
med vaskebad ul forefindes
573K JIS K 0064
Smeltepunktsapparatur ja enkelte 293K | + 0,5 K| standard
med metalblok tl forefindes
573K ISO 1218 (E)
Bestemmelse med fotocelle ja adskillige, 253K |+ 0,1 K
v.hj.a. sarligt til
udstyr 573K
(*) Afhzngig af instrumenttype og prevens renhed.
B. Varmeborde og frysemetoder
For stoffer,| For stoffer, som Omtr.
Mailemetode som kan ikke let Tcmp(;rdaltur maksim. Bemarkninger
pulveriseres pulveriseres omrade nejagt. (1)
Koflers varmebank ja nej 283 K | + 1,0 K| standard
dl forefindes
533K ANSI/ASTM
D 3451/76
Smeltemikroskop ja enkelte 273K | £ 0,2 K| standard
tl forefindes
573K DIN 53736
(op il
1773 K)
Mekanisk metode nej kun for palya- | 293K | + 0,5 K| standard
mider tl forefindes
573K ISO 1218 (E)
Frysepunktsmetoder for for vasker 223K | + 0,5 K| standard
vasker tl forefindes f.eks.
573 K BS 4699

(') Afhzngig af instrumenttype og prevens renhed.
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1.6. Beskrivelse af metoderne
Fremgangsmaden ved nzsten alle undersogelsesmetoderne er beskrevet i internationale og nationale
standarder (se tilleg). )
1.6.1. Kapillarrersmetoder
Fint pulveriserede stoffer udviser ved langsom opvarmvning saedvanligv)is et smeltningsforleb som vist p
fig. 1.
Figur 1
~]
49
vCe
LX3
o
Vo
.
£ 0
Trin A Trin B Trin C Trin D Trin E
Trin A (betydenden smeltning, vddpunkt): Sm3 driber fordeler sig jevnt over kapillarrerets
indervaeg.
Trin B (indskrumpningspunkt): Der opstdr et mellemrum mellem preven og indervaggen som
folge af prevens indskrumpning under smeltning.
Trin C (sammensynkningspunkt): Den indskrumpne prove begynder at synke ned mod bunden og
blive flydende.
Trin D (flydepunkt): Der dannes en ubrudt vaskeoverflade, men en vaesentlig del af preven
udgeres stadig af fast stof.
Trin E (endelig smeltning): Der er ingen faste partikler. Under smeltepunktsbestemmelsen noteres
temperaturerne ved begyndende og endelig smeltning.
1.6.1.1. Smeltepunktsapparater med vaskebad.

Fig. 2 viser et eksempel p4 et standardiseret smeltepunktsapparat (JIS K 0064). Apparatet er fremstiller
af glas, og alle mal er angivet i mm.



Nr. L 251/8 De Europziske Fallesskabers Tidende 19.9. 84

Figur 2
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A: Undersegelseskar
3 B: Korkprop
C: Udluftmingshul
= D: Termometer
N { E: Hjalpetermometer
| i F: Badvaske
G: Kapillarrer af glas;
& lengde: 80 il 100 mm
K2
|

diameter: 1,0 + 0,2 mm
vagtykkelse: 0,2 til 0,3 mm
H: Siderer

Badvaske: En passende vaske valges blandt de nedennzvnte p3 baggrund af smeltepunktet. Flydende
paraffin for smeltepunkter op til 473 K, konc. svovlsyre eller silikonolie for smeltepunkter op til 573 K.
For smeltepunkter over 523 K kan anvendes en blanding af 3 dele svovisyre og 2 dele kaliumsulfat
(massedele).

Termometer

Man ber kun anvende termometre, som opfylder kravene i de folgende eller tilsvarende standarder:
ASTM E 1-71, DIN 12770, JIS K 8001.

Fremgangsmaide

Det terre stof pulveriseres fint i en morter og fyldes i kapillarreret, som er lukket i den ene ende, siledes
at fyldningshejden er ca. 3 mm efter tt pakning. For at opni en ensartet pakket preve lader man
kapillarreret falde fra en hojde af ca. 700 mm gennem et lodret glasrar ned pA et urglas. Det fyldte
kapillarrer anbringes i badet, siledes et den midterste del af termometrets kvikselvkugle berarer den del
af kapilarreret, hvor proven befinder sig. Szdvanligvis anbringes kapillarroret i apparatet, nir badets
temperatur er ca. 10 K under smeltepunktet.

Badvasken opvarmes med en temperaturstigning pi ca. 3 K/min under omrering af vaesken. Nir
temperaturen er ca. 10 K under det forventede smeltepunke, indstilles temperaturstigningen til hajst
1 K/min.

Beregning
Smeltepunktet beregnes sdledes:

T = Tp + 0,00016 (Tp — Tg) n,
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hvor:

T = korrigeret smeltepunkestemperatur (K),

Tp = temperaturaflesning af termometer D (K),

Tg = temperaturaflesning af termometer E (K),

n = antallet af gradinddelinger p& den udestiende del af termometer D’s kvikselvsajle.
1.6.1.2, Metalblok

Apparatet bestir af folgende:
— en cylindrisk metalblok, hvis averste del er hul og danner et kammer (se figur 3),
— en metalprop med to eller flere huller som muligger anbringelse af rer i metalklodsen,

— et opvarmningssystem for metalklodsen, f.cks. i form af en elektrisk modstand indbygget i
blokken,

— en rheostat til regulering af energitilferslen (hvis der anvendes elektrisk opvarmning),

— fire vinduer af varmeresistent glas i kammerets sidevaegge, anbragt diametralt og vinkelret pa
hinanden. Foran et af disse vinduer er anbragt en lup til iagttagelse af kapillarreret. De tre andre
vinduer tjener til belysning af indersiden af kammeret ved hjzlp af lamper,

— et kapillarrer af varmeresistent glas lukket i den ene ende (se 1.6.1.1).

Termometer

B

Se standarderne i 1.6.1.1.- Termoelektriske - instrumenter med tilsvarende ‘ngjagtighed  kan ogs3 -
anvendes.

Figur 3
g

termometer

kapillarror

;

metalprop

elektrisk
modstand

opvarmningsblok
i metal
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Fremgangsmade

Se 1.6.1.1. Termometerkorrektion foretages ikke i dette tilfxlde. Den aflzste temperatur angiver
smeltepunketet.

1.6.1.3. Bestemmelse med fotocelle.
Apparat og fremgangsmaide.

Apparatet bestdr af et metalkammer med et automatisk opvarmningssystem. Tre kapillirror fyldes som i
1.6.1.1 og anbringes-i ovnen.

Fem linezre temperaturforegelser kan anvendes til korrektion af apparatet, og den egnede temperatur-
stigning indstilles elektrisk p& en forudvalgt konstant og linezr hastighed. Skrivere viser den ojeblikke-
lige ovntemperatur og smeltepunktet af stoffet i kapillarrerene.

1.6.2. Varmeborde

1.6.2.1. Koflers varmebank
Se tilleg

1.6.2.2. Smeltemikroskop
Se tilleg

1.6.2.3. Meniskmetode (for polyamider)
Se tillaeg

Opvarmningshastigheden ved smeltepunktet skal vare mindre end 1 K/min.

1.6.3. Metoder til bestemmelse af frysepunkt
Se tillzeg
2. DATA

I visse tilfzlde er termometerkorrektion nadvendig.

3. RAPPORTERING
Den anvendte metode skal anferes.

Det angivne smeltepunkt skal vare gennemsnittet af mindst to bestemmelser, som ligger inden for den
omtrentlige nejagtighed (se tillzg). Der gives et sken over nejagtigheden. Hvis forskellen mellem
temperaturen ved begyndende og endelig smeltning ligger inden for metodens nejagtighed, angives
temperaturen ved den endelige smeltning som smeltepunktet; i modsat fald angives begge tempera-
turer.

Nogle stoffer nedbrydes eller sublimerer, inden smeltepunktstemperaturen er niet, Hvis dette er
tilfzldet, skal det anfores.

Alle oplysninger og bemzrkninger af betydning for vurdering af resultaterne is@r vedrerende urenheder
og stoffets fysiske tilstand skal anfores.

4. REFERENCER

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

(2) IUPAC, Physicochemical Measurements: Catalogue of Reference Materials from National Labora-
tories, Pure and Applied Chemistry, Vol. 48, 1976, p. 505-515.
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Tilleg

Til opnielse af yderligere tekniske detaljer kan folgende standarder tjene som eksempler,

1.1.

2.1,

2.2,

2.3.

Kapillarmetoder

Smeltepunktsapparater med vaskebad. -

ASTM E 324-69 Standard Test Method for Relative Initial and Final Melting Points
and The Melting Range of Organic Chemicals.

BS 4634 Method for the Determination of Melting Point and/or Melting
Range.

DIN 53181 Bestimmung der Schmelzintervalles von Harzen nach Kapillarver-
fahren. -

JIS K 00-64 Testing Methods for Melting Point of Chemical Products.

Smeltepunktsapparater med metalblok

DIN 53736 . Visuelle Bestimmung der Schmelztemperatur von teilkristallinen
Kunststoffen.

ISO 1218 (E) Plastics-Polyamides-Determination of »Melting Point«,

Varmeborde

Koflers varmebaenk

ANSI/ASTM D 3451-76 Standard Recommended Practices for Testing Polymeric Powder
Coatings.

Smeltemikroskop

DIN 53736 Visuelle Bestimmung der Schmelztemperatur von teilkristallinen
Kunststoffen

Meniskmetode (for polyamider)
ISO 1218 (E) - Plastics-Polyamides-Determination of »Melting Point«.

ANSI/ASTM D 2133-66 Standard Specification for Acetal Resin Injection Moulding and Extru-
sion Materials,

NF T 51-050 Resines de Polyamides Determination du »Point de Fusion«, Methode
du menisque.

Metoder til bestemmelse af frysepunkt

‘BS 4633 Method for the Determination of Crystallizing Point.

BS 4695 : Method for Determination of Melting Point of Petroleum Wax
(Cooling Curve).

DIN 10319 Bestimmung des Gefrierpunktes von Milch.
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DIN 51421

DIN 51556

DIN 53175

NF T 60-114

Bestimmung des Gefrierpunktes von Flugkraftstoffen, Ottokraftstoffen
und Motorenbenzolen.

Bestimmung des Erstarrungspunktes am rotierenden Thermometer.
Bestimmung des Erstarrungspunktes von Fettsiuren.

Point de Fusion des Paraffines.
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De beskrevne metoder er baseret pA OECD retningslinje for undersegelse af kemikalier. (1)

iy

De her beskrevne metoder og instrumenter kan anvendes for alle vasker, forudsat at disse ikke reagerer
kemisk under kogepunktet (f.eks. autooxidation), omlejring, nedbrydning o.l). Metoderne kan

Specielt ber den metode bemzrkes, som benytter sig af bestemmelse med fotocelle, fordi sivel smelite-
som kogepunkter kan bestemmes ved denne metode. Desuden kan disse milinger udferes automatisk.
Den dynamiske metode har den fordel, at den ogsa kan benyttes til bestemmelse af damptryk, og det er

ikke nedvendigt at korrigere kogepunktstemperaturen for afvigelser fra normaltrykket (101,325 kPa),
fordi trykket kan reguleres under milingen. Denne metode er dog:ikke p3d nuvzrende tidspunke

Urenheders indflydelse pa bestemmelsen- af kogepunktet afhznger i hej grad af urenhedens art. Effekten

Sammensztninger af den undersagte prove zndres fra miling til miling p3 grund af fordampning. af
lavikogende komponenter. Under sidanne omstzndigheder fis stadigt srigende vardier.

19. 9. 84
. A. 2. KOGEPUNKT/KOGEPUNKTSINTERVAL
1. METODE
1.1 Indledning
anvendes for alle vasker uden renhedsbegrznsninger.
automatiseret.
Bemaerkninger:
kan vare betydelig, hvis et letflygtigt oplesningsmiddel er til stede i preven.
1.2 Definitioner og enheder

Standardkogepunktstemperaturen beskrives som den temperatur, hvorved en veskes mzttede damptryk
er det samme som standardtrykket.

Det malte kogepunkt afhznger af atmosferetrykket. Denne afhangighed kan beskrives kvantitativt ved
hjzlp af Clausius-Clapeyrons ligning:

~AH‘ - + konstant,
23-R-T *

logp = —
hvor:
p er vaskens dampuyk i Pa,
A H, dets fordampningsvarme i ] + mol-1,

R er den molare gaskonstant. R = 8,31} - mol-1-K-1,

Temperaturen T er i K.

Temperaturen ved kogepunktet (kogepunktstemperaturen) opgives i forhold til det aktuelle tryk under
malingen.

Omregninger:

Tryk (enhed — kPa)

100 kPa = 1 bar = 0,1 MPa

(»bar«-enheden er stadig tilladt, men anbefales ikke)

133 Pa = 1 mm Hg = 1 Torr (enhederne mm Hg og Torr er ikke tilladt)
Temperatur (enhed - K)

t=T - 273,15

teri®CogTerik.
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1.3. Referencestoffer
Det er ikke nedvendigt at anvende referencestoffer i alle tilfzlde, nir et nyt stof skal undersages.
Referencestoffer skal forst og fremmest anvendes til lejlighedsvist at korrigere metoden og til at

muliggere sammenligning af resultater.

Nogle referencestoffer kan findes under de metoder, som er angivet i tillzeg.

1.4, Metodeprincip

Alle metoder til kogepunktsbestemmelse (kogepunktsinterval) er baseret pA miling af den temperatur
hvorved proven koger. Der er beskrevet fem metoder.

’

1.4.1. - Bestemmelse ved hjelp af ebulliometer

Ebulliometre blev oprindeligt udviklet til molekylevagtsbestemmelser via kogepunktsforhejelse, men de
er ogsi velegnede til nejagtige kogepunktsbestemmelser. Et meget enkelt apparat er beskrevet i ASTM D
1120-72 (tillzg). I dette apparat opvarmes vasken under ligevagtsbetingelser ved atmosfaretryk indtil
den koger.

1.4.2. Dynamisk metode

Ved denne metode males dampenes fortztingstemperatur ved hjzlp af en termofeler under kogning
med tilbagesvaling. Trykket kan reguleres.ved denne metode. .

7

1.4.3. ' Destillationsmetode til bestemmelse af kogepunkt og kogepunktsinterval.

Ved denne metode destilleres vasken, og- dampens fortztningstemperatur -samt destillatmangden
miles.

1.4.4. Siwoloboff’s metode

En preve opvarmes i et proverer, som er nedsznket i et varmebad. Et tilsmeltet kapillarrar med en
luftboble i den nederste ende er neds@nket i preveraret.

Man bestemmer den temperatur, ved hvilken en jzvn strem af bobler undviger fra kapillarreret eller

den temperatur, ved hvilken boblerzkken standser ved momentvis afkeling og vasken pludseligt stiger
op i kapillarreret.

1.4.5. Bestemmelse med fotocelle

Ved at folge Siwoloboff's princip kan der foretages automatisk fotoelektrisk maling ved hjzlp af ‘de
opstigende bobler.

1.5. Kvalitetskriterier

Anvendeligheden og nejagtigheden af de forskellige metoder som anvendes til bestemmelse af
kogepunkt/kogepunktsinterval, er opstillet i tabel 1.

1.6. Beskrivelse af metoderne
Fremgangsmaden ved nogle undersegelsesmetoder er beskrevet i internationale og nationale standarder
(se tilleg).

1.6.1. Ebulliometer

Se tilleg 1.
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1.6.2. Dynamisk metode
Se undersegelsesmetode A.4 til bestemmelse af damptryk.
Kogepunktstemperaturen, som iagttages ved et tryk pd 101,325 kPa, noteres.
1.6.3. Destillationsforleb (kogepunktsinterval)
Se tillzg.
TABEL 1: SAMMENLIGNING AF METODERNE
Milemetode Omtrentlig nojagtighed Bemarkninger
Ebulliometer + 1,4 K (op il 373 K) () (3) eksisterende standard
+ 2,5 K (over 373 K) (*) (?) ASTM D 1120-72 (%)
Dynamisk metode + 0,5K(?)
Destillationsforlab + 0,5K eksisterende
(kogepunktsinterval) standard f.eks.
ISO/R 918
DIN 53171
BS 4591/71
Siwoloboff's metode + 1l £ 2K ()
Pivisning ved fotocelle + 0,3 K (ved 373 K) (3)
(}) Denne nejagtighed galder kun for det simple apparat, som er beskrevet f.eks. ASTM D 1120-72;
den kan forbedres med mere raffinerede ebulliometre.
(2) Galder kun for rene stoffer.
1.6.4. Siwoloboff's metode

Preven opvarmes i et smeltepunktsapparat i et proverer med en diameter p3 ca. 5 mm (figur 1).

Figur 1 viser en model af et standardiseret smelte- og kogepunktsapparat (JIS K 0064) (fremstillet af
glas, alle mal i mm).
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Figur 1

230

: Milerer

Prop

;- Udluftning

: Termometer
Hj=lpetermometer
Vaske i varmebadet

: Proveror; ydre diameter maks. 5 mm; kapillarrer
lzngde ca. 100 mm; indre diameter ca. 1 mm og
vaegtykkelse ca. 0,2 til 0,3 mm

H: Siderer

omMmoUOw»

—fe 20 4+— 40

Et kapillarrer, som er tilsmeltet ca. 1 cm over den nederste ende, anbringes i proveroret. Preven fyldes
s& haijt op, at den tilsmeltede del af kapillarreret befinder sig under vaskeoverfladen. Proveroret med
kapillarreret fastgores til termometret med en elastik eller fastholdes stettet fra siden (se figur 2).

Figur 2 Figur 3

Siwoloboff’s princip. Modificeret princip.

(a) (b) (c)
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Vasken til varmebadet valges ud fra kogepunktet. Ved en temperatur op til 573 K kan svovlsyre eller
silikoneolie bruges. Flydende paraffinolier kan kun anvendes op til 473 K. Opvarmningen af vasken i
varmebadet m4 i begyndelsen indstilles, s3 temperaturforegelsen er 3 K/min. Vasken i badet skal vxre
under omroring. Ca. 10 K under det forventede kogepunkt mindskes temperaturforagelsen til under
1 K/min.

Nir man nzrmer sig kogepunktstemperaturen, begynder der at komme bobler fra kapillarreret.

Kogepunktet er niet, nir boblerakken standser ved momentvis afkeling, og vasken pludseligt begynder
at stige op i kapillarreret. Den hertil svarende termometeraflesning er stoffets kogepunktstemperatur. 1
det modificerede princip (fig.. 3) bestemmes kogepunktet i smeltepunktskapillaret. Det trzkkes ud til en
tynd trad pa ca. 2 cm’s lengde (a), og en lille provemangde suges op. Den 4bne ende af det tynde
kapillar tilsmeltes, s3ledes at der bliver en lille luftboble i enden. Ved opvarmning i smeltepunktsappa-
ratet (b) udvider luftboblen sig, kogepunktet svarer til den temperatur, ved hvilken stofproppen nir op
til samme heojde som vaskeoverfladen i badet (c). -

1.6.5. Bestemmelse med fotocelle

Preven opvarmes i et kapillarror i en opvarmet metalblok.
En lysstrile ledes via passende huller i blokken gennem stoffet mod en nejagtig indstiller fotocelle.

Ndr provens temperatur foreges, kommer der enkelte bobler fra kogekapillaret. Nar kogepunktstempe-
raturen nis, oges antallet af bobler voldsomt. Dette fordrsager en intensitetsendring af det lys, som

fotocellen modtager, og der gives et stopsignal til en indikator, som viser temperaturen af et
platinmodstandstermometer i blokken.

Denne metode er szrlig anvendelig, fordi den tillader bestemmelser under stuetemperatur ned til
253,15 K (- 20 °C) uden zndringer ved apparaturet; instrumentet skal blot anbringes i et kelerum
eller et kuldebad. Den nojagtige udferelse af kogepunktsbestemmelsen fremgir af instrumenthind-
bogen.

2. DATA

Ved smi afvigelser fra normaltryk (maks. + § kPa) omregnes kogepunktstemperaturerne til T, ved
hjzlp af folgende ligning af Sidney-Young:

T, =T + f; x Ap

Ap = (101,325 - p) (bemark fortegnet)

p = trykket milc i kPa

fr = kogepunktets #ndring med trykket i K/kPa

T = aflest kogepunktstemperatur i K

T, = kogepunktstemperatur i K, korrigeret til normaluryk.

Temperaturkorrektionsfaktorerne fy og tilnzrmede ligninger for disse er angivet i overnzvnte interna-
tionale og nationale standarder for mange stoffer.

F.eks. nzvner DIN 53171 folgende tilnzrmede korrektioner for oplesningsmidler, som anvendes i
maling. .

Tabel 2 indeholder temperaturkorrektionsfaktorer for organiske oplesningsmidler (se ISO/DIS 4626).
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TABEL 2: TEMPERATURKORREKTIONSFAKTORER (fy)

temperatur T korrektionsfaktor f
iK i 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

3. RAPPORTERING
Det skal anferes, hvilken metode der er anvendt. Det rapporterede kogepunkt er gennemsnittet af
mindst 2 malinger, som ligger indenfor den usikkerhed der er angivet i tabel 1. Hvis bestemmelserne
ikke er reproducerbare, bor andre metoder overvejes.
De malte kogepunkter og deres gennemsnit skal angives tillige med de tryk i kPa, hvorved disse mélinger
er foretaget. Trykket skal helst ligge tzt p4 normaltrykket. Hvor et stof koger over et temperaturinter-

val, skal dette interval opgives. For alle resultater skal der gives sken over usikkerheden.

Alle oplysninger og bemzrkninger af betydning for fortolkningen af resultaterne skal anferes, iszr hvad
angir urenheder og stoffets fysiske tilstand.

4. REFERENCER

(1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 103 — Decision of the Council C(81) 30 Final.
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Tilleg

For vderligere tekniske dertaljer kan-henvises til folgende standarder som eksempler:

1. Ebulliometer
ASTM D 1120-72 Standard Test Method for Boiling Point of Engine Antifreezes.

2. Destillationsforlab' (kogepunktsinterval)
ISO/R 918 Test Method for Distillation {Distillation Yield and Distillation Range),
BS 4349/68 Method for the Determination of Distillation of Petroleum Products.
BS 4591/71 Method for the Determination of Distillation Characteristics.

DIN 53171 Lésungsmittel fiir Anstrichstoffe, Bestimmung des Siederverlaufes.
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A.-3. RELATIV MASSEFYLDE
1. METODE

De beskrevne metoder er baseret pA OECD retningslinje for undersogelse af kemikalier (1).

1.1. Indledning

De beskrevne metoder til bestemmelse af relativ massefylde kan anvendes for faste stoffer og vasker
uden renhedsbegransninger. De forskellige metoder, som kan anvendes, er anfert i tabel 1.

1.2. Definitioner og enheder
Den relative massefylde (D420) af faste stoffer og vasker er forholdet mellem massen af et rumfang af det

undersogte stof bestemt ved. 20° C og massen af det samme rumfang vand bestemt ved 4° C. Den
relative massefylde har ingen enhed.

Massefylden, (p), af et stof er dets masse, m, divideret med dets rumfang, v.
Massefylden opgives i kg/m3 (Si-enheder).

1.3. Referencestoffer (1), (2)
Det er ikke nedvendigt at anvende referencestoffer i-alle tilfelde, nir et nyt stof undersoges.

Referencestoffer skal forst og fremmest anvendes til lejlighedsvist at korrigere metoden og til at
muliggere sammenligning af resultater.

1.4. Metodeprincip

Der kan anvendes fire forskellige metoder.
1.4.1 Opdriftsmetoder

1.4.1.1. Arometer (for vasker)

Der kan opnis tilstrzkkelig nejagtige og hurtige massefyldebestemmelser med arometre. Ved hjzlp af
disse kan massefylden af en vaske udledes af nedsznkningsdybden ved aflzsning p4 en skala.

1.4.1.2. Hydrostatisk vagt (for vaesker og faste stoffer)

Forskellen mellem massen af en preve i henholdsvis atmosfarisk luft og vand kan anvendes til at
bestemme dens massefylde. For faste stoffer er den fundne massefylde kun reprasentativ for den
bestemte prove, som er anvendt til bestemmelsen. Til bestemmelse af vaskers massefylde vejes et legeme
med kendt rumfang, V, ferst i atmosfarisk luft og dernzst i vasken. '

1.4.1.3. Metode med nedsanket kugle (for vasker) (3)

Ved denne metode bestemmes en vaskes massefylde ud fra forskellen mellem resultaterne af vejning af
vasken for og efter nedsznkning af en kugle med rumfang heri.
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1.4.2. Pyknometermetoder
Pyknometre af forskellig udformning og med kendt rumfang kan anvendes for faste stoffer og vasker.

‘Massefylden beregnes ud fra masseforskellen mellem det fulde og det tomme pyknometer og dets kendte
rumfang,.

1.4.3. Luftsammenligningspyknometer (for faste stoffer)
Massefylden af et fast stof i enhver form kan bestemmes ved stuetemperatur med et gassammenlignings-
pyknometer. Rumfanget af en prove af stoffet males i atmosferisk lufc eller i en inakiv luftart i en

beholder med korrigeret rumfangsinddeling. Til beregning af massefylden foretages efter rumfangsbe-
stemmelsen en bestemmelse af provens masse.

1.4.4, Oscillerende densitometer (4), (5), (6)
Massefylden af en vaske kan bestemmes med et oscillerende densitometer. En mekanisk oscillator 1
form af et U-ror szttes i svingninger med en specifik frekvens, som afhanger af oscillatorens masse. Nir
der indferes en preve, &ndres oscillatorens resonansfrekvens. Apparatet skal indstilles ved hjzlp af to

vasker med kendte massefylder. Disse stoffer skal fortrinsvis valges siledes, at deres massefylder
spender over det pAgzldende maleomride.

1.5. Kvalitetskriterier

Anvendeligheden af de forskellige metoder, som anvendes til bestemmelse af den relative massefylde, er
opstillet i tabel 1.

Den i ISO-standarden anforte najagtighed gzlder kun for rene stoffer.

1.6. Beskrivelse af metoderne

Tillzgget indeholder en liste over standarder, der kan tiene som eksempler, og hvorfra yderligere
tekniske detaljer kan hentes. .

Mélingerne skal udferes ved 20° C, og der foretages mindst to bestemmelser.

2. DATA

Se standarderne.

3. RAPPORTERING

Den anvendte metode i standard skal angives. Den relative massefylde D,2%angives som defineret i 1.2
tillige med den fysiske tilstand af det undersegte stof, den anvendte metode og referencestoffet.

Alle oplysninger og bemaerkninger af betydning for vurdering af resultaterne iszr vedrorende urenheder
og stoffets fysiske tilstand skal anferes. :

Der skal redegeres for den anvendte metode/standard og mulige afvigelser herfra.
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TABEL 1: METODERNES ANVENDELIGHED -

Massefylde

Maksimale
Milemetode dynamiske Bem=zrkninger
g?;; vaske viskositet
1.4.1.1. Arometer X SPas ISO 387
ISO/R 649
1.4.1.2. Hydrostatisk
a) Faste stoffer X ISO/R 1185 (A)
b) Vasker X SPas ISO/R 91 og R 758
1.4.1.3. Metode med nedsanket x 20Pas DIN 53217
kugle
1.4.2.  Pyknometer ISO/R 3507
a) Faste stoffer X ISO/R 1183 (B)
b) Vasker X 500 Pas ISO/R 758
1.4.3.  Luftsammenligningspykno- X DIN 55990 Teil 3
meter DIN 53243
1.4.4. Oscillerende densitometer X S5Pas
REFERENCER

(1) OECD, Paris 1981, Test Guideline 109 — Decision of the Council C(81) 30 Final.
(2) IUPAC, Recommended reference materials for realisation of Physico-chemical Properties.

— Pure and Applied Chemistry, Vol. 48, 1976, p. 508.

(3) Wagenbreth, H., Die Tauchkugel zur Bestimmung der Dichte von Flissigkeiten, Technisches
Messen un, vol. 11, 1979, S. 427-430.

(4) Leopold, H., Die digitale Messung von Fliissigkeiten, Elektronik, Vol. 19, 1970, S. 297-302.

(5) Baumgarten, D., Fillmengenkontrolle bei vorgepackten Erzeugnissen — Verfahren zur Dichte-
bestimmung bei fliissigen Produkten und ihre praktische Anwendung. Die Pharmazeutische Indu-
strie, Vol. 37, 1975, S. 717-726.

(6) Riemann, ]J., Der Einsatz der digitalen Dichtemessung im Brauereilaboratorium, Brauwissenschaft,
Vol. 9, 1976, S. 253-258.
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Tillzg

Til opnielse af yderligere tekniske detaljer kan folgende standarder tiene som eksempler.

1. Opdriftsmetoder
1.1. Arometer
DIN 12790 Hydrometer; general instructions.
ISO 387.
DIN 12791 Part I: Density hydrometers; construction, adjustment and use
Part II: Density hydrometers; standardised sizes, designation.
ISO/R 649.
DIN 12793 Laboratory glassware: range find hydrometers.
1.2, Hydrostatisk vagt
For faste stoffer:
ISO/R 1183 Method, A, Methods for determining the density and relative density of plastics
excluding cellular plastics. '
ASTM-D-792 Specific Gravity and Density of Plastics by Displacement.
DIN 53479 Testing of plastics and elastomers; determination of density.

For vasker:

ISO/R 91, ISO/R 758.

DIN 51757 Testing of mineral oils and related materials; determination of density.
ASTM D 941-55, ASTM D 129-67 og ASTM D 1481-62.

ASTM D 1298 Density, Specific gravity or API gravity of crude Petroleum and liquid Petroleum
Products by Hydrometer Method.

BS 4714 Titel: samme som ASTM D 1298.

1.3 Metode med nedsenket kugle
DIN 5317 Testing of paints, varnishes and similar products; determination of density by
pycnometer (Tilfejelse vedrarende metode med nedsznket kugle vil blive udgivet i
1981).
2. Pyknometermetoder
2.1, For vasker
ISO 3507 Pycnometers.
ISO/R 758 Liquid chemical products; determination of density at 20° C.
DIN 12797 Gay-Lussac pyknometer (for ikke-flygtige vasker, som ikke er for tyk:-
flydende).
DIN 12798 Lipkin pyknometer (for vasker med kinematisk viskositet under 100.10-6m2s!

ved 15° C).
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DIN 12800 Sprengel pyknometer (for vasker, som i DIN 12798).

DIN 12801 Reischauer pyknometer (for vasker med kinematisk viskositet under
100.10%m?s! ved 20° C; desuden sazrligt egnet til kulbrinter og vandige
oplesninger samt vasker med hejere damptryk, ca. 1 bar ved 90° C).

DIN 12806 Hubbard pyknometer (for alle tyktflydende vasker, som ikke har for heit
damptryk, specielt ogsd for malinger,: lakker og asfalt).

DIN 12807 Bingham pyknometer (for vasker, som i DIN 12801).

DIN 12808 Jaulmes, pyknometer (hovedsagelig for ethanol/vandblandinger).

DIN 12809 Pycnometer with ground-in thermometer and capillary side tube (for vaesker, som
ikke er for tyktflydende).

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 density.

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 Petroleumn Products

(Graduated Bicapillary Pycnometer Method).

BS 5903 Method for Determination of Relative Density and Density of Petroleum Products
by the Capillary-Stoppered Pycnometer Method.

2.2, For faste stoffer
ISO/R 1183 Method for Determining the Density and Relative Density of Plastics excluding
Cellular Plastics.
DIN 19683 Determination of the Density of Soils.
3. Luftsammenligningspyknometer
DIN 55990 Teil 3 Prifung von Anstrichstoffen und dhnlichen Beschichtungsstoffen; Pulver-

lack; Bestimmung der Dichte.

DIN 53243 Anstrichstoffe; chlorhaltige Polymere; priifung.
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A. 4. DAMPTRYK

1. METODE

De beskrevne metoder er baseret pi4 OECD retningslinie for undersegelse af kemikalier (1).

1.1 Inledning

Det er vaerdifuldt at have forhindskundskab til stoffets strukeur smeltepunkt og kegepunkt for at udfore
denne provning.

Der findes ikke en enkelt metode, som er anvendelig i hele damptryksomridet. Derfor anbefales flere
metoder til anvendelse ved maling af damptryk fra< 10-° Pa il 105 Pa.

Urenheder vil normalt pavirke damptrykket. Urenhedens indflydelse p4 malingen af damptrykket

athanger stzrkt af urenhedens art. Pivirkningen kan vere betydelig, hvis der er starke flygtigt
oplosningsmiddel i preven.

1.2, Definitioner og enheder

Et stofs damptryk defineres som mztningstrykket over-et fast eller flydende stof. Ved den termodyna-
miske ligevaegt er damptrykket af et rent stof alene en funktion af temperaturen,

Den Sl-enhed for tryk, som ber anvendes er Pascal (Newton/m?),

Enheder, som har vzret anvendt tidligere sammen med deres omregningsfaktorer, er:
1 Torr (mm Hg) = 1,333 x 102Pa

1 atmosfere (fysisk arm) = 1,013 x 105 Pa

1 atmosfxre (teknisk at) = 9,81 x 104 Pa

1 bar = 105 Pa

Sl-enheden for temperaturen er Kelvingrader (K).

1.3. Referencematerialer

Det er ikke nadvendigt at anvende referencematerialer i alle tilfzlde ved undersogelsen af et nyt stof. De
skal fortrinsvis tjene til at kontrollere metodens ydeevne fra tid til anden og for at give mulighed for at
sammenligne resultater, opniet ved andre metoder.

1.4. Proevningsmetodens principper

Der foreslds fem metoder til bestemmelse af damptryk, som kan bruges i forskellige damptryksomrider.
Ved hver metode bestemmes damptrykket ved forskellige temperaturer. I et begrznset temperaturom-
rdde er logaritmen til et damptryk af et rent stof en linezr funktion af den reciprokke vardi af
temperaturen.

1.4.1. Dynamisk metode
Ved den dynamiske metode males kogetemperaturen, der svarer til et specificeret tryk.

Anbefaler omride:

103 Pa op til 105 Pa, mellem 20° C og 100° C. Denne metode er ogsi anbefalet til kogepunktsbestem-
melse og kan anvendes til dette formal op til 350° C.
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1.4.2. Statisk metode

Ved den statiske proces, ved termodynamisk ligevagt, bestemmes det damptryk, der dannes i et lukket
system ved en specificeret temperatur.

Denne metode er egnet for en- og flerkomponent faste stoffer og vasker.

Anbefalet omrade:

10 Pa op til 10° Pa, mellem 0° C og 100° C.

1.4.3. Isoteniskop

Denne standardiserede metode er ogsi en statisk metode, men den er normalt ikke anvendelig til
flerkomponentsystemer. Yderligere information kan fis i ASTM metode D-2879-75.

Anbefalet omride:

Fra 100 Pa til 105 Pa mellem 0° C og 100° C.

1.4.4. Damptryksvegt

Den stofmangde, der forlader en celle pr. tidsenhed gennem en &bning af kendt sterrelse bestemmes
under vakuum, siledes at den mangde stof, der vender tilbage til cellen, er ubetydelig (f. eks. ved
miling af den impuls, som en dampstrile fremkalder pa en felsom vagt eller ved at mile vagraber).

Anbefalet omrade:

10~ Pa til 1 Pa, mellem 0° C og 100° C.

1.4.5. Gasmeetningsmetode
En strom af inaktiv bzregas fores hen over stoffet p4 en sidan mide, at den mzttes med dets dampe, og

dampene opsamles derefter i en passende fxlde. Maling af den mangde materiale, der transporteres med
en kendt mangde baregas, bruges til beregning af dampirykket ved en given temperatur.

Anbefalet omride:

Op til 1 Pa.

1.5. Kvalitetskriterier

De forskellige metoder til bestemmelse af damptrykket er sammenlignet med hensyn til anvendelse,
repeterbarhed, reproducerbarhed, mileomrade, eksisterende standard. Dette er gjort i tabellen.
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TABEL: KVALITETSKRITERIER

Stoffer Skennet Skennet .
Mailemetode — repeterlbarhed rcprodurierbarhed ?&eﬁ:ﬁ:@ El;:;s;z;e‘:jde
Faste | Vasker "

1.4.1. Dynamisk metode X Optil 25 % | Optil 25 % | 103 Pa il —

2-10%Pa
lA— 5 % 1— 5% 2. 103 Pa —_

til 105 Pa

1.4.2. Statisk metode X X 5—10 % 5—10 % 10 Pa il —
105 Pa

1.4.3. Isoteniskop X x 5—10 % 5—10 % 102 Pa il ASTM-D
10% Pa 2879-75

1.4.4, Damptryksvaegt x x 5—20 % Optil 50 % | 10-3 Pa il —
1Pa

1.4.5. Gasmatningsmetode X X 10—30 % Op til 50 % < 10-3Pa —
op til 1 Pa

(') Afhzngig af renhedsgraden.

1.6.

1.6.1.

1.6.1.1.

Metodebeskrivelse
Dynamisk maling

Apparatur

Maleinstrumentet bestdr typisk af en kogebeholder med rilsluttet kaler fremstillet af glas eller metal
(figur 1), udstyr til regulering og maling af temperaturen og udstyr til regulering og miling af trykket. Et
typisk méleudstyr, vist p skitsen, fremstilles af varmefast glas og bestdr af fem dele:

Et stort, delvis dobbeltvagger ror bestiende af en slibsamling, en koler, en kelebeholder og et
indlab.

Glascylinderen med en Cottrell-pumpe monteres pa rerets kogesektion og har en ru overflade for at
undgi stedkogning.

Temperaturen miles ved anvendelse af et termoelement eller et modstandstermometer, som indesluttes i
en lille smule olie. Det indsattes i praveraret, som har udvendige slib og er forseglet p4 bunden.

Krydsstykket udger de nedvendige forbindelser til udstyret til regulering og maling af trykket.
Bulben, som fungerer som stadpudevolumen, forbindes med mileudstyret ved hjzlp af et kapillarrer.

Et varmeelement, som indszttes udvendig i glasapparatet nedefra bruges til opvarmning af kogebehol-
deren. Den onskede opvarmningsstrem indstilles ved hjzlp af en spandingsregulerende transformer, og
registreres ved hjxlp af et amperemeter.

En oliepumpe bruges til at indstille det enskede vakuum mellem 102 Pa og rundt regnet 105 Pa.

En nitrogentrykflaske bruges til at indstille det onskede tryk og forbindes via en ventil, som ogs bruges
til udluftning af apparatet.

Et pracisionsmanometer, som er tilsluttet krydsstykket, bruges til trykmalingen.
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1.6.1.2, Fremgangsmide ved milingen

Damptrykket miles ved at bestemme provens kogepunkt ved forskellige specificerende tryk mellem
rundt regnet 103 Pa og 105 Pa. En ikke-stigende temperatur ved konstant tryk viser, at kogepunktet
(ligevaegtskogepunktet, hvis det er en blanding) er niet. Skummende stoffer kan ikke mailes ved denne
metode.

For milingen skal alle glasdele rengeres og terres omhyggeligt og derefter evakueres under gasballast.
Derefter indfares stoffet i apparatet. Hvis faste stoffer ikke er pulverformige, kan der opstd problemer
under pafyldningen, men disse kan undgas ved at opvarme kelevandskappen. Efter pafyldning, samles
apparatet og stoffet afgasses. Derpd indstilles pd det laveste af de enskede tryk, og opvarmningssystemet
tendes. Samtidig forbindes termoelementet eller modstandstermometret til en skriver. Der er ndet
ligevagt, nir der afleses en konstant kogetemperatur ved et givet tryk. Nir derte ligevaegtspunke er
registreret, szttes et hojere tryk. Der fortszttes pA denne made, indtil 10% Pa er niet (i alt omkring § til
10 madlepunkter). Som kontrol skal ligevegispunkterne gentages ved aftagende tryk.

1.6.2. Statisk mdling

1.6.2.1. Apparatur

Et typisk maleudstyr (figur 2) omfatter sivel et opvarmnings- og et kolesystem, bestdende af glas og
metal, til at bibringe preven en reguleret temperatur, som et udstyr til fastszttelse og miling af trykket
og temperaturen.

Provekammeret har pi den ene side en hejvakuumventil af rustfast stdl, og pi den anden side et ror
indeholdende en passende manometervaske, rorets anden ende forbindes med et krydsstykke, hvis ene
gren fores til en vakuumpumpe, den anden til nitrogentrykflasken og den tredje til trykmaleren.

For at bibringe stoffet en reguleret temperatur, placeres hele pravekammeret, inklusive ventilklodsen og
en tilstrekkelig stor del af reret (af praktiske grunde op til ventilklodsens hejde) i et egnet termostatbad.
Temperaturen males med et termoelement eller et modstandstermometer meget tzt p4 prevekammerets
yderside, den kan registreres labende.

Flydende nitrogen eller teris-alkohol blanding er velegnet til kraftig afkeling af preven. Til miling ved
lave temperaturer bruges en ultrakryostat.

Der benyttes en passende pumpe til at evakuere apparatet til det krevende tryk.

Et stofs damptryk males normalt indirekte via en nul-indikator. Denne nul-indikator kan vzre et rer
indeholdende en vaske, som specificeret nedenfor, eller blandt andre et differens trykmanometer.
Damptrykket flytter vaesken i roret ud af ligevagt i en termostat. Nitrogen ledes nu ind i apparatet fra
en tilsluttet nitrogen-trykflaske via en ventil for at kompensere for damptrykkets virkning og bringe
trykmdleren tilbage til nul. Det hertil krzvede nitrogentryk aflases pd en przcisionstrykmailer, som
befinder sig ved stuetemperatur, og svarer til stoffets damptryk ved den tilsvarende konstante
temperatur. Forskellige vasker som kvikselv, silikonolie, phthalater, kan afhzngigt af trykomrider og
stoffets kemiske adfard, bruges som vaske i reret til nul-ligevegtsstilling.

Kvikselv kan bruges fra atmosfaretryk ned til 102 Pa, silikonolier og phthanalater ogsi under. 102 Pa
ned til 10 Pa; membranmanomerteret kan endog anvendes under 10-"' Pa.

1.6.2.2. Fremgangsmide ved malingen

For milingen renses alle dele af det pa figur 2 viste apparat omhyggeligt med oplesningsmidler og terres
derpd i vakuum. U-reret fyldes derp4 med den enskede vaske, som ber afgasses ved forhejet temperatur
for pAfyldningen.
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Efter at stoffet er fyldt i apparatet, samles dette og provekammeret underafkeles passende. Derefter
pumpes den indesluttede luft ud af apparatet i flere minutter med ventilen over provekammeret stiende
dben. Derefter lukkes ventilen over stoffet. Proven bibringes den valgte temperatur og herunder
iagttages den deraf folgende forskydning af sejlerne, og der kompenseres om nedvendigt til nul-stilling med
kvzlstof, indtil konstant temperatur er opniet. Derefter afkoles provekammeret igen. Hvis der
observeres et resstryk i den underafkelede tilstand, skyldes dette enten at luft, indeholdt i proven, kan
frigeres ved opvarmningen, og kan trekkes ud, eller at keletemperaturen ikke er tilstrekkeligt lav. Der
ma da benyttes flydende nitrogen som kelemiddel.

Efter at proven er blevet tilstrakkeligt afgasser, bestemmes damptrykkets afhzngighed af temperaturen
med tilstrekkelig sma temperatur intervaller.

1.6.3. Isoteniskop

En fuldstzndig beskrivelse af denne metode findes i (2). Maleudstyrets princip ses p4 figur 3. I lighed
med den under 1.6.2 beskrevne statiske metode er isoteniskopet egnet til undersogelse af faste stoffer og
vasker.

I tilfzlde af vasker tjener stoffet selv som vaske i hjzlpemanometret. I tilfzlde af faste stoffer anvendes,
athangigt af tryk- og temperaturomridet, de i 1.6.2 oplistede manometervasker. For vasker fyldes
kuglen i isoteniskopet med det stof, som skal underseges, det afgasses ved kogning ved forhejet
temperatur,

Samtidig destilleres en del af vasken ud af kuglen og kondenseres i den everste afkelede kugle og vender
tilbage til roret. Nar dette er tilstrakkelig fyldt med afgasset vaske, bringes den underste kugle med
reret i en termostat op p4 den valgte temperatur og det resulterende damptryk méiles indirekte pi
nejagtig samme made som ved den i 1.6.2 beskrevne metode.

I tilfzlde af faste stoffer pafyldes den afgassede manometervaske gennem udbulingen p4 isoteniskopets
lange arm. Derpa fyldes det faste stof, der skal undersages, ind i den nederste kugle og afgasses ved
forhojet temperatur. Derefter haldes isoteniskopet siledes, at manometervaesken kan fyldes ind i roret.
Mdling af damptrykket som funktion af temperaturen foretages i henhold til 1.6.2,

1.6.4. Damptryksvegt

1.6.4.1. Apparatur

Der er beskrevet forskellige apparaturudformninger i litteraturen (1). Den her beskrevne illustrerer det
anvendte princip. Et antal dele er vist p4 figur 4. Disse er grundplade og glasklokke, en pumpe med en
vakuummdler og udstyr til miling af damptrykket ved viserudslag. Falgende indbygget udstyr er
monteret p4 grundpladen.

— En fordampningsovn med flange og rotationsfedning. Fordampningsovnen er et fladt, cylinderisk
kobberkar (ovnen kan ogs4 vere af glas omgivet af en kobbervag). Den sidder i en kobberholder,
som er skruet pa et stykke rustfrit stil ved dens nedre udragende kant. Det rustfri stilstykke er igen
monteret pd grundpladen ved hjzlp af en flange, siledes at det kan roteres omkring ovnens akse.
Opvarmningen tilvejebringes ved hjzlp af en varmevikling, der sidder indvendigt i det rustfrie
stdlstykke, og siledes er adskilt fra vakuumkammeret.

— Opvnldget er fremstillet af kobber, og har tre fordampningsibninger med forskelligt tvarsnit, som er
forskudt 90° i forhold til hinanden. Ved drejning af ovnen kan en snsker ovndbning eller en
mellemstilling placeres under spalten i keleren, som er placeret ekscentrisk i forhold til ovnen,
sdledes at molekylstralen rettes mod vagtskalen eller afbojes. Et termoelement eller modstands-
termometer er monteret i ovnvaggen til temperaturm4ling.

— Vagten er et drejespoleinstrument. Viseren er erstattet med et lille ror, som vagtbjzlken og
modvagt er monteret pA. Vagtbjxlken har en udskiftelig vagtskal fremstillet af et tyndt stykke
guldplateret aluminium. En 0,1 mm tyk konstartantrad, hvorp4 der kan anbringes justeringsvagte,
er fastgjort til vagtbjzlkens omtrentlige center. Damptrykket kan registreres ved anvendelse af et
fotoelektrisk nulpunktsinstrument.
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— En cylinderisk messingbeholder omgiver vegtskilen til alle sider med undragelse af de to spalter for

vagtbjzlkens bevagelse og en snzver ibning til indfering af molekylstrilen. Varmeafgivelse til

_ omgivelserne tilvejebringes med en kobberstang, pi messingbeholderens top, og fares via et rustfrit

stilror, som gr gennem grundpladen og er varmeisoleret fra denne. Kobberstangen neddyppes i en
Dewarflaske, som indeholder flydende nitrogen, under grundpladen.

1.6.4.2. Milemetode

Kobberovnen fyldes med stoffet, liget lukkes og pladebningen, afskermningen og keleren fores ned
over ovnen. Klokken monteres, og vakuumpumperne startes. Sluttrykket for malingen begyndes, er ca.
10-*Pa. Fra 10-2 Pa og nedefter startes kolingen af keleboksen.

Efter et tidsrum vil vagten have niet en tilstrackkelig lav temperatur, siledes at den udslippende
dampstrale kan kondensere pi vagtsilen. Denne kondensation frembringer et signal pa den tilsluttede
skriver. Signalet kan bruges p4 to mider: med det specielle apparat, der beskrives her, bestemmes
damptrykket direkte fra trykket pA vagtskilen (molekylvagten krzves ikke). Samtidig bestemmes den
kondenserede masse, og fordampningshastigheden kan derfor beregnes ud fra deponeringstiden. Dette
gzlder for mere generelle apparater. Damptrykket kan ogsa beregnes ud fra fordampningshastigheden
og molekylvegten under anvendelse af Herz’ ligning.

\IZﬂ:RTxlO3
P:G s
M

hvor

G = fordampningshastighed (kg/sm?),
M = molekylvagt (g/mol),

T = temperatur (K),

R = gaskonstant (J/molK),

P = damptryk (Pa).

Efter at det nedvendige vakuum er niet, begyndes milerzkken startende ved den laveste af de anskede
miletemperaturer. Den nedvendige ibning ibnes og dampstrilen passerer afsk@rmningen, som er
direkte monteret over dzkslet, og rammer derpa den afkelede vagtskil. Vagrskilen er dimensioneret
sledes, at hele strilen opsamles i dens cosinusformede fordeling. Dampstrilens moment fremkalder en
kraft pd vagtskilen, hvor kondensationen sker pa dens afkelede overflade. Som felge af dampstrilens
kraft vil vagtbjzlken afvige fra ligevagtstilstanden. Vzgtbjalkens ende har en lille tap, som registreres
optisk via et prismesystem og to fotodioder. Et tilsluttet reguleringskredsleb regulerer og tilbagestiller
momentant vagtbjzlken til den balancerede stilling. Det nedvendige vridningsmoment registreres og
svarer efter en kontrolvejning til stoffets damptryk.

Til yderligere milinger haves temperaturen med sm4 intervaller indtil den hojest enskede temperatur-

vardi er niet. Derefter koles proven igen og der kan registreres en anden kurve for damptrykket. De to

mélerzkker vil kun vare reproducerbare, hvis den milte preve er tilstrakkelig ren. Hvis den tredje

forsogsraekke ikke bekrafter resultaterne fra den anden rxkke, er det sandsynligt, at stoffet sanderdeles
’ i det malte temperaturomrade.

1.6.5. Gasmmtningsmeiode

1.6.5.1. Apparatur
Et typisk apparatur omfatter en rakke komponenter, som er vist pi figur 5 og beskrevet i det
folgende (1).
Inaktiv gas

Baere-gassen m4 ikke reagere kemisk med provestoffet. Det er normalt tilstrekkeligt at anvende nitrogen
til dette formal, men lejlighedsvis kan der krzves andre gasser. Den anvendte gas skal vare tor (se figur
5 (4): Foler. Relativ fugtighed).
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Stremningsregulering

Der krzeves et velegnet gasreguleringssystem for at sikre en konstant og valgbar stremhastighed gennem
mztningskolonnen.

Falder til opsamling af damp

Disse athanger af den aktuelle praves egenskaber og af den valgte analysemetode. Dampen ber
indfanges kvantitativt og i en form, som tillader efterfalgende analyse. Til visse stoffer vil falder, som
indeholder vasker som hexan eller ethylenglycol, vzre velegnede. Til andre vil der kunne anvendes faste
absorptionsmidler.

Varmeveksler

Til malinger ved forskellige temperaturer kan det vere nodvendigt at tilfaje en varmeveksler i
opstillingen.

Mztningskolonne

Stoffet coates i oplesning pa et egnet inaktivt baremateriale. Det coatede bzremateriale pakkes i
mztningskolonnen, hvis dimensioner samt stremningshastigheden skal vare siledes, at en fuldstzndig
matning af bare-gassen sikres. Matningskolonnen skal vzere termostateret. For mailinger ved tempera-
turer over 20° C skal stykket mellem matningskolonnen og fzlderne vzre opvarmet for at undgi
kondensation af stoffet.

1.6.5.2. Milemetode

Klargering af mztningskolonnen

En oplesning af preven i et meget letflygtigt oplesningsmiddel szttes til en passende mangde af
barematerialet. Der skal tilsettes tilstrekkeligt med preve til opretholdelse af matning under hele
prevningens varighed. Oplesningsmidlet afdampes fuldstzndigt i luft eller i en rotationsfordamper, og
det omhyggeligt blandede materiale tilfores mztningskolonnen. Efter at proven er blevet termostateret,
ledes tor nitrogen gennem apparatet.

Miling

Fzlderne forbindes med kolonnesystemet, og tiden registreres. Stromningshastigheden kontrolleres i
begyndelsen og med regelmassige mellemrum under forseget ved anvendelse af en boblemaler (eller
kontinuerligt med en massestromningsmaler).

Trykket ved tilledningen til matningskolonnen skal males. Dette kan gares enten:

a) ved at indsztte en trykmiler mellem matningskolonnen og falderne (detre pa grund af foreget
dedvolumen og adsorberende overflade);

eller

b) ved at bestemme tryktabene over det aktuelt anvendte system af fzlder som funktion af stremnings-
hastigheden ved et separat forseg (kan vre lidet tilfredtillende for vaskefzlder).

Den tid, der krzves, til opsamling af den mangde prevestof, som er nedvendig for de forskellige
analysemetoder, bestemmes ved et forhindsforsag eller ved sken. Fer beregning af damptrykket ved en
given temperatur skal der udferes forhindsforseg til bestemmelse af den maksimale stromningshastig-
hed, som matter bere-gassen fuldstendigt med stofdampe. Dett sikres, hvis bare-gassen fores langsomt
nok gennem matningskolonnen til, at en endnu lavere hastighed ikke giver et storre beregnet
damptryk.

Den specifikke analysemetode vil vzere bestemt af arten af det stof, der proves (f.eks. gaschromatografi
eller gravimetri). '

Stofmangden, som transporteres med et kendt volumen bzregas, bestemmes.



Nr. L 251/32 ~_De Europaiske Fllesskabers Tidende 19.9. 84

1.6.5.3. Beregning af damptryk

Damptrykket beregnes ud fra dampens massefylde W/V, efter ligningen:

¥ RT
P=3Y "M
hvor:
P = damptryk (PA),
W = masse af adsorberet prevestof (g),
V = rumfang mattet gas (m?),
R = gaskonstant (J/mol-K),
T = temperatur (K),
M = molekylvagt (g/mol).

De milte rumfang skal korrigeres for tryk- og temperaturforskelle mellem stremningsmaleren og den
termostaterede matningskolonne. Hvis stremningsmaleren, i stremforlebet er placeret efter dampfzl-
den, kan det vare nedvendigt at foretage korrektioner, der tager hensyn til eventuelle fordampede
bestanddele fra feldesystemet (1).

2. DATA

Damptrykket bestemt ved en hvilken som helst af de ovenfor beskrevne metoder ber bestemmes ved ’
mindst to temperaturer. Tre eller flere er enskelige i omridet 0° C til 50° C, for at kontrollere
damptrykkurvens liniaritet.

3. RAPPORTERING

Folgende oplysninger skal, om muligt, indeholdes i rapporten:
— pracis specifikation af stoffet (identitet og urenheder);

— mindst to vardier for damptrykket og temperatur helst i omridet 0° C — 50° C. Den skal ogsi
indeholde alle de oprindelige resultater og en kurve over log p, som funktion af 1/T. Desuden skal
en beregning af damptrykket ved 20° C eller 25° C anferes.

Hvis der forekommer overgange (tilstandszndring, senderdeling) ber folgende oplysninger noteres:
— endringens natur;
— den temperatur, hvor @ndringen sker ved atmosfaretryk;

— damptrykket ved 10° C og 20° C under overgangstemperaturen og 10° C og 20° C over denne
temperatur (med mindre overgangen er fra fast stof til gas).

Alle oplysninger og bemarkninger, der er af betydning for fortolkningen af resultaterne, skal anfores.

Den anvendte metode skal anfores.

4. REFERENCER

(1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 104, Decision of the Council C(81) 30 Final.
(2) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 104 ref. (4). Decision of the Council C(81) 30 Final.
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Tilleg

Figur 1

Apparat til bestemmelse af damptrykskurven ved den dynamiske metode
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Figur 2
Apparat til bestemmelse af damptrykskurven efter den statiske metode
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Figur 4

Apparat til bestemmelse af damptrykskurven efter dampstrilemetoden
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Figur §

Eksempel pd et stromningssystem til bestemmelse af damptryk ved gasmztningsmetoden
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A. 5. OVERFLADESPANDING

1. METODE

De beskrevne metoder er baseret pi OECD retningslinje for undersogelse af kemikalier (1).

1.1. Indledning
De beskrevne metoder anvendes til maling af vandige oplesningers overfladespaznding.

Det er nytrige at skaffe sig forhindskendskab om stoffets vandopleselighed, molekylestrukrur, hydroly-
seegenskaber samt den kritiske koncentration for micelledannelse, inden disse undersogelser foretages.

De folgende metoder kan anvendes for de fleste kemiske stoffer uden renhedsbegraensninge}.

Miling af overfladespznding ved ringtensiometermetoden er begranset til vandige oplesninger med en
dynamisk . viskositet pA mindre end ca. 200 m Pa s.

1.2. Definitioner og enheder

Den frie overfladeenthalpi pr. overfladearealenhed betegnes som overfladespaendingen. Overfladespzn-
dingen angives som

N/m (SI-enhed)
eller mN/m (SI-underenhed).

1 N/m = 103 dyn/cm
1 mN/m = 1 dyn/cm i det gamle cgs-system.
1.3. Referencestoffer

Det er ikke nedvendigt at anvende referencestoffer i alle tilfxlde, ndr et nyt stof skal underseges.
Referencestoffer skal forst og fremmest anvendes til lejlighedsvist at korrigere metoden, og til at
muliggere sammenligning af resultater fra andre malemetoder.

Referencestoffer, som dakker et bredt udvalg af overfladespendinger, er angivet i ref. (1) og (2).

1.4, Metodeprincipper

Metoden er baseret pd miling af den storste kraft, der skal udeves lodret pi en stigbejle eller ring i
kontakt med vaskeoverfladen af en prave i et malekar for at bryde denne kontakt, eller den lodrette
kraft, som skal udeves pA en plade, hvis ene kant er i kontakt med preveoverfladen for at bryde den
dannede hinde.

1.5. Kvalitetskriterier
Disse metoder kan give storre najagtighed, end der formentlig kraves ved undersegelser af miljemzassig
karakter.

1.6. Beskrivelse af metoderne

1.6.1. Plademetoden

Se ISO 304 (»Surface Active Agents — Determination of Surface Tension by Drawing up Liquid
Films«).
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1.6.2. Stigbajlemetoden
Se ISO 304 (»Surface active Agents — Determination of Surface Tension by Drawing Up Liquid
Films«).

1.6.3. Ringmetoden
Se ISO 304 (»Surface Active Agents — Determination of Surface Tension by Drawing Up liquid
Films«). . 4

1.6.4. OECD-harmoniseret ringmetode

1.6.4.1. Apparatur

Kommercielt tilgzngelige tensometre er tilstrackkelige til denne maling. De bestir af felgende dele:
— bevageligt prevebord,

— kraftmalingssystem,

— malelegeme (ring),

— malekar.

1.6.4.1.1.  Bevageligt provebord

Det bevagelige provebord anvendes til understettelse af det termostaterede mailekar, som rummer den
vaske, der skal underseges. Sammen med krafrmalingssystemet er det monteret pa et stativ.

1.6.4.1.2. Kraftmilingssystem

Kraftmalingssystemet (se figur 1) er placeret over provebordet. Usikkerheden ved kraftmilingen mi ikke
overstige + 106 N, svarende til en usikkerhed pa + 0,1 mg ved en afvejning. Oftest er mileskalaen pi
de kommercielt tilgzngelige tensometre inddelt mN/m, siledes at overfladespxndingen direkte kan
afleses i mN/m med en nojagtighed p4 0,1 mN/m.

1.6.4.1.3. Malelegeme (ring)

Ringen er szdvanligvis fremstillet af en platin-iridium trdd med en tykkelse p& ca. 0,4 mm og en
middelomkreds p4 60 mm. Tradringen er ophzngt vandret fra en metalstang og en tridbxrearm, som
danner forbindelsen til kraftmalingssystemet (se figur).
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1.6.4.1.4. Malekar
Malekarret, som rummer proveoplosningen, skal vare et termostateret glaskar. Det skal vare udformet
siledes, at temperaturen af preveoplesningen og den overstiende gasfase er konstant under mdlingen,
sdledes at proven ikke kan fordampe. Cylindriske glaskar med en indre diameter pa mindst 45 mm er
acceptable.
1.6.4.2. Klargering af apparatet
1.6.4.2.1. Rengering

Glaskar skal rengeres omhyggeligt. Om nedvendigt skal de forst vaskes med varm kromsvovlsyre og
dernzst med en viskes phosphorsyre oplesning (83 til 98 w/w % H;PO,).

Herefter skylles omhyggeligt i ledningsvand og endeligt vaskes i redestillerer vand til neutral reaktion.
Til sidst terres karrene, eller de skylles i noget af den provevaske, som skal miles.

Ringen skal ferst renses grundigt i vand for at fjerne alle vandopleselige stoffer. Derefter nedszenkes den
et ojeblik i kromsvovisyre, vaskes i redestilleret vand til neutral reaktion og til sidst et sjeblik over en
methanolflamme.
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Bemcerk:

Forurening med stoffer, som ikke opleses eller destrueres af kromsvovlsyre eller phosphorsyre, som
f. eks. silikoner, skal fjernes ved hjzlp af et passende organisk oplesningsmiddel.

Kalibrering af apparatet
Apparatet klargores ved at nulpunkeet justeres, og apparatet indstilles til palidelig aflesning i mN/m.

— opstilling: Apparatet skal stilles i vater, f. eks. ved hjzlp af en spritlibelle pa tensiometrets fod, idet
man justerer stilleskruerne.

— nulpunktsindstilling: Efter montering af ringen i apparatet, men inden den nedsankes i vasken, skal
tensometervisningen indstilles p4 nul, og man kontrollerer, at ringen er parallel med veskeoverfla-
den. Til dette kan vaskeoverfladen anvendes som et spejl.

— kalibreringer: provekalibreringen kan udferes ved en af de falgende to metoder:

a) ved hjzlp af lodder: dette er en fremgangsmide, hvor ryttere af kendt masse mellem 0,1 ogl0g
anbringes p4 ringen. Kalibreringsfaktoren a, som alle instrumentaflasninger skal multipliceres med,
bestemmes ifolge ligning (1):

o, =5 (1)
03
hvor
o, = -"% (mN/m),
m = rytterens masse (g),
g = tyngdeaccelerationen (981 cm - s-2 ved havoverfladen),
b = ringens middelomkreds (cm),
6, = tensometeraflzsningen efter anbringelse af rytterer p4 ringen (mN/m).

b) ved hjzlp af vand: dette er en fremgangsmade, hvor der anvendes rent vand, hvis overfladespznding
ved f.eks. 23° C er 72,3 mN/m. Dennc fremgangsmide er hurtigere at udfere end vagtkalibrerin-
gen, men der er altid en risiko for, at vandets overfladespanding er &ndret ved forurening med spor
af overfladeaktive stoffer.

Kalibreringsfaktoren @, som alle instrumentaflesninger skal multipliceres med, bestemmes ifelge
ligning (2):
o, = 2o, (2)
O¢
hvor
o, = litteraturvaerdi for vands overfladespanding (mN/m)
6, = milt vardi for vands overfladespxnding (mN/m) ved samme temperatur.
Proveforberedelse

Der fremstilles vandige oplesninger med passende koncentrationer af de stoffer, som skal underseges.
Oplosningerne m3 ikke indeholde uoplost stof.

Oplesningerne holdes ved konstant temperatur (+ 0,5° C). Idet en oplesnings overfladespanding
@ndres i mélekarrret med tiden, m4 der foretages adskillige mdlinger pa forskellige tidspunkter, og der
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laves en kurve, der viser overfladespaxndingen som funktion af tiden. Nir overfladespzndingen ikke
zndres yderligere, er ligevagtstilstanden niet.

Stav og gasformig forurening med andre stoffer forstyrrer mlingen, hvorfor arbejdet bar udferes under
et beskyttende daekke.

1.6.5. Provebetingelser

Malingerne foretages ved ca. 20° C og skal holdes inden for + 0,5° C.

1.6.6. Undersogeisens udferelse

De oplesninger, som skal méles, fyldes i det omhyggeligt rengjorte milekar, idet man undgr skumning.
Malekarret anbringes pa apparatets provebord. Bordet med malekarret haves, indtl ringen er
nedsanket fuldséendigt i den oplesning, som skal males. Derefter sznkes bordet jevnt og gradvist med
en hastighed p2 ca. 0,5 cm/min, for at losrive ringen fra overfladen indtil den storste kraft er niet. Det
vaskelag som hanger ved ringen, m4 ikke fjernes fra denne. Nir mdlingen er udfort, nedsznkes ringen -
atter i vaesken, og malingen gentages, indtil der opnas konstante vardier for overfladespzndingen. Den
tid, der er giet fra overforing af oplesningen-til-malekarret og til selve malingen udferes, noteres ved
hver bestemmelse. Aflzsningerne skal foretages ved den sterste kraft, som krzves til lpsrivning af ringen
fra vaeskeoverfladen.

2. DATA

For at beregne overfladespzndingen skal den vardi, som er aflest i mN/m: pi apparatet, forst
multipliceres med kalibreringsfaktoren @, eller @ (afhengigt af den anvendte kalibreringsmetode)
Dette giver en vardi, som-kun gelder tilnzermelsesvist, og som derfor krzver korrektion.

Harkins og Jordan (3) har empirisk bestemt korrektionsfaktorer for vardier af overfladespandingen,
som er bestemt med ringmetoden; disse faktorer athanger af ringens dimensioner, vaskens massefylde
og dens overfladespanding.

Da det er besvarligt for hvert enkelt mdling at bestemme korrektionsfaktoren ud fra Harkins og Jordans
tabeller for at beregne overfladespanding, kan man for vandige oplosninger benytte en forenklet
metode, hvor de korrigerede vardier for overfladespandingen direkte aflzses i den nedenstiende tabel
(der anvendes interpolation til aflzsninger, som ligger mellem tabelvardierne).
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TABEL: KORREKTION AF DEN MALTE OVERFLADESPENDING

Kun for vandige oplesninger, p = 1 g/cm3

R = 9,55 mm (gennemsnitlig ringradius)

r = 0,185 mm (ringtrddens radius)

Korrigeret vardi (mN/m)
Eksperimentel vardi
(mN/m) kalibrering kalibrering
(se 1.6.4.2.2.a) (se 1.6.4.2.2.b)

20 16,9 18,1
22 18,7 20,1
24 20,6 221
26 22,4 24,1
28 24,3 26,1
30 26,2 28,1
32 28,1 30,1
34 29,9 32,1
36 31,8 34,1
38 33,7 36,1
40 35,6 38,2
42 37,6 40,3
44 39,5 42,3
46 41,4 44 .4
48 43,4 46,5
S0 45,3 48,6
52 47,3 50,7
54 49,3 52,8
56 51,2 54,9
58 53,2 57,0
60 55,2 59,1
62 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 —

Denne tabel er udarbejdet pa basis af Harkins-Jordan korrektioner, og lignes den i DIN standarden

(DIN 53914) for vand og vandige oplosninger (massefylde p
tilgzngelig ring med dimensionerne R =9,55 mm (middelringradius) og r

lodder eller vand.

Alternativt kan overfladespanding uden forudgdende kalibrering beregnes efter folgende formel:

hvor

F = kraften malt pd dynamometeret, idet hinden brydes

R = ringens radius
f = korrektionsfaktoren (1)

6 = f xF
T 47 xR’

1 g/cm3) og for en kommerciel

0,185 mm (ringtridens
radius). Tabellen angiver korrigerede vardier for overfladespandingen, milt efter kalibrering med
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RAPPORTERING

Undersogelsesrapporten skal, om muligt, mindst indeholde folgende oplysninger:

Anvendt metode: ISO eller OEDC-harmoniseret ringtensometermetode.
Anvendte type vand eller oplesning.
Nojagtig specifikation af stoffet (identitet og urenheder)

Maleresultater: Overfladespanding (aflzsning) med angivelse af bide de enkelte milinger, deres
middelvardi og den korrigerede middelvardi (med hensyn til apparatfaktoren og korrektionstabel-
len):

Proveoplesningens koncentration.
Undersogelsestemperaturen.

Den anvendte oplesnings alder, og specielt den forlobne tid mellem fremstillingen og malingen af
oplesningen.

Beskrivelse af overfladespandingens tidsathangighed efter overforing til malekarret.

Alle oplysninger og bemarkninger af betydning for vurdering af resultaterne skal anferes, herunder
specielt hvad angar urenheder og stoffets fysiske tilstand.

REFERENCER

(1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 115 — Decision of the Council C(81) 30 Final.
(2) Pure and Applied Chem, Vol. 48, 1976, p. 511,
(3) Harkins, W. D., Jordan, H. F., J Amer. Chem. Soc., Vol. 52, 1930 , p. 1751.
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A. 6. VANDOPLOSELIGHED

1. METODE

De beskrevne metoder er baseret pA OECD retningslinje for undersegelse af kemikalier (1).

1.1. Indledning

Det er vardifuldt at have forhindsinformation om stoffets struktur formel, damptryk, dissociations-
konstant og hydrolyseegenskaber (som funktion af pH) for at udfere denne prevning.

Der findes ikke tilgzngeligt én enkelt metode, der dekker hele omradet af oplaseligheder i vand.

Metoden egner sig ikke til flygtige stoffer.

De to prevningsmetoder, der er beskrevet nedenfor, dekker hele omridet af opleseligheder:

— en der kan anvendes til stoffer, som i det vasentlige, er rene, med lave oplaseligheder (< 10-2 g/1)
og som er stabile i vand, betegnet »kolonne-eluerings-metoden«,

— den anden, der kan anvendes til hovedsagligt rene stoffer med sterre opleseligheder (< 10-2 g/1),
og som er stabile i vand, betegnet »kolbe-metoden«.

De undersegte stoffers vandopleselighed kan i betragtelig grad athznge af tilstedeveerelsen af uren-
heder.

1.2. Definitioner og enheder

Et stofs opleselighed i vand angives ved matningskoncentrationen af stoffer i vand ved en given
temperatur. Oploseligheden i vand angives i enheden masse pr. rumfang oplesning. Sl-enheden er
kg/m3 (g/1 kan ogs4 anvendes). :

1.3. Referencematerialer

Referencematerialer behaver ikke anvendes i alle tilfzide nir et nyt stof underseges. De ber fortrinsvis
tjene som kontrol af metodens ydeevne fra tid til anden og for at give mulighed for sammenligning af
resultater opndet med andre metoder.

1.4, Provningsmetodens princip

Den omtrentlige mangde af preven og tiden, der er nedvendig til at opnd mztningskoncentrationen,
ber bestemmes ved en simpel forelabig undersagelse.

1.4.1. Kolonne-eluerings-metoden

Denne metode er baseret pi eluering af det undersegte stof med vand fra en mikrokolonne, der er fyldt
med et inert baremateriale sisom glaskugler, silicagel eller sand og et overskud af det undersagte stof.
Vandopleseligheden bestemmes, nir koncentrationen i eluatet bliver konstant. Dette fremkommer som
et koncentrationsplateau som en funktion af tiden.

1.4.2. Kolbe-metoden

Ved denne metode opleses stoffet (faste stoffer skal pulveriseres) i vand ved en temperatur noget over
prevningstemperaturen. Nir mzatning er opniet, afkeles blandingen til prevningstemperatur og holdes
der under omrering si lange, som det er nedvendigt for at opni ligevaegt (2). Derefter bestemmes
vagt-koncentrationen af stoffet i den vandige oplesning, der ikke m4 indeholde uoplaste partikler, ved
en passende analysemetode.
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1.5. Kvalitetskriterier

1.5.1. Repeterbarbed

For kolonne-eluerings-metoden er < 30 % opndelig; for kolbe-metoden bor den vare < 15 %.

1.5.2. Folsombed
Denne afhanger af analysemetoden, men massekoncentrationsbestemmelser ned til mindst 10 -6 g/lkan
foretages.

1.6. Metodebeskrivelse

1.6:1. Provningsbetingelser

Prevningen udferes helst ved 20°C + 0,5° C. Hvis der er mistanke om, at opleseligheden er
temperaturathengig (>3 %/ °C), der ogsd udferes undersogelser ved to andre temperaturer, der er
mindst 10° C over og under den forst valgte temperatur. I s3 tilfxzlde m3 temperaturkontrollen vaere +
0,1° C. Den- valgte temperatur bor holdes konstant i alle relevante dele af udstyrret (inklusive
niveaubeholderen).

1.6.2. Forelabig undersagelse ’
Til ca. 0,1 g af praven (faste stoffer ma vre pulveriserede) i et 10 mi gradueret maleglas med glasprop

sxttes stigende mangder destilleret vand ved stuetemperatur, efter de i tabellen nedenfor angivne
trin.

0,1 g stof opleselig i
»x« ml vand 0,1 0,5 1 2 10 100 > 100

f‘é‘ff;’“" opleselighed > 1000 |1 000—200 | 200—100 | 100—50| 50—10 | 10—1 | <1

Efter hver tilsztning af den angivne mangde vand til blandingen, omrystes kraftigt i 10 minutter, og det
undersoges visuelt, om der er noget uoplest af preven tilbage. Hvis proven eller dele af preven forbliver
uoplost, efter at 10 ml er tilsat, overfores indholdet i mileglasset til et 100 m! maleglas, som derefter
fyldes op til 100 ml med vand og omrystes. Ved lavere opleseligheder kan den tid, der kraves il
oplosning af et givet stof, vzre betragteligt lengere (der ber tillades 24 timer). Den ansliede
oploselighed er angivet i tabellen under det rumfang af tilsat vand, der netop forirsagede en fuldstendig
oplosning af preven. Hvis stoffet stadig er tilsyneladende uoplest, ber der foretages yderligere
fortynding for at sikre at hverken kolonne-eluerings- eller kolbe-metoden kan anvendes.

1.6.3. Kolonne-eluerings-metoden

1.6.3.1. Bzremateriale, oplesningsmiddel og elueringsmiddel

Bzrematerialet til kolonne-eluerings-metoden skale vre inert. Mulig materialer, der kan anvendes, er
glaskugler og siliciumdioxyd. Et passende flygrigt oplesningsmiddel af analyse kvalitet ber anvendes til
at overfere det undersegte stof til berematerialet. Dobbelt destilleret vand fra glas- eller kvartsapparatur
ber anvendes som oplesnings- og elueringsmiddel.

Bemcerk:

Vand direkte fra en organisk ionbytter m4 ikke anvendes.
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1.6.3.2. Afsztning pi bzrematerialet

Ca. 600 mg bzremateriale afvejes og overfores til en 50 ml rundbundet kolbe.

En passende, afvejet mengde af praven opleses i det valgte oplesningsmiddel. En passende mangde af
proveoplesningen sxttes til barematerialet. Oplasningsmidlet skal afdampes fuldstzndigt, f.eks. i en
rotationsinddamper: i modsat fald vil der ikke kunne opnis en matming af bzrematerialet med vand
som felge: af fordelingseffekter pa overfladen af bxrematerialet.

Afsztingen pd barematerialet kan give problemer (fejlagtige resultater), hvis det undersegte stof
afszttes som en olie eller i en anden krystalstrukrur. Dette problem m3 undersoges eksperimentelt.

Det behandlede bzremateriale henstilles til kvzldning i ca. to timer i ca. 5 ml vand, hvorefter

suspensionen overferes til mikrokolonnen. Alternative kan det terre behandlede beremateriale haldes i
mikrokolonnen, der er fyldt med vand, og derefter henst3 i ca. to timer til opnielse af ligevagt.

Prevningsprocedure:
Elueringen af stoffet fra barematerialet kan udferes pi en af de to forskellige mader:
— med cirkulationspumpe (se figur 1)

— med niveaubeholder (se figur 4).

1.6.3.3. Kolonne-eluerings-metoden med recirkulationspumpe

Apparatur

En skematisk gengivelse af et typisk system er vist i figur 1. En egnet mikrokolonne er vist i figur 2,
omend en hvilken som helst storrelse kan anvendes, forudsat, at den opfylder kriterierne for
reproducerbarhed og felsomhed. Kolonnen ber have et head-space p4 mindst fem bed-volumen vand
plus mindst fem prever. Alternativt kan storrelsen reduceres, hvis der anvendes tilsztning af oplesnings-
middel som erstatning for de ferste fem bed-rumfang, der fjernes med urenheder.

Kolonnen skal forbindes til en recirkulationspumpe, der er i stand til at kontrollere stromninger pi ca.
25 ml/h. Pumpen forbindes med tilslutning af polytetrafluoroethylen og/eller glas. Kolonnen og
pumpen skal, nir de er forbundet, give mulighed for at udtage prever af den eluerede vaske og for
xkvilibrering af head-space ved atmosfzretryk. Kolonnematerialet holdes oppe med en lille (5 mm)
prop af glasuld, der ogs4 fungerer som filter for partikler. Recirkulationspumpen kan f.eks. vare en
slangepumpe (man mi vare omhyggelig med ikke at fi kontaminering af og/eller sorption pi
slangematerialet) eller en membranpumpe.

Maleprocedure

Stremningen gennem kolonnen startes. Der anbefales at bruge en stramningshastighed pa ca. 25 ml/h
(ca. ti bed-rumfang pr. time for den beskrevne kolonne). De forste fem bed-rumfang (minimum)
bortkastes for at fjerne vandopleselige urenheder. Derefter karer recirkulationspumpen til der er opniet
ligevaegt, defineret ved, at fem p4 hinanden folgende prover giver koncentrationer, der ikke afviger mere
end + 30 % p4 tilfldig made. Disse prover ber vare adskilt fra hinanden ved tidsintervaller, der svarer
til et gennemlob af mindst ti bed-rumfang af oplosningsmiddel. :

1.6.3.4. Kolonne-eluerings-metoden med niveaubeholder

Apparatur — (se figur 4 og 3)

Niveaubeholder: Forbindelsen til niveaubeholderen etableres ved at anvende et glasslibovergangsstykke,
der tilsluttes med en PTFE-slange. Det anbefales, at der anvendes en gennemstremningshastighed p
ca. 25 ml/h. Successive fraktioner af eluatet opsamles og analyseres efter den valgte metode.
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Maleprocedure.

Fraktioner fra det midterste elueringsomrade, hvor koncentrationerne er konstante (£ 30 %) i mindst
fem p4 hinanden falgende praver, anvendes til at bestemme opleseligheden i vand.

Et andet forseg udferes med halvt s4 hej gennem-stremningshastighed som det forste. Hvis resultaterne
fra de to forsog stemmer overens, er analysen tilfredsstillende; hvis der er en sterre opleselighed ved den
lavere hastighed, ma halveringen af gennem-stremningshastigheden fortszttes, -indril to p4 hinanden
folgende prevninger giver den samme oplaselighed.

I begge tilfzlde (anvendelse af recirkulationspumpe eller niveaubeholder) ber fraktionerne kontrolleres
for tilstedevarelsen af kolloidt materiale ved undersogelse for Tyndall-effekt (lysspredning). Tilstedevz-
relsen af sidanne partikler odelzgger resultaterne, og prevningen ber gentages med forbedring af
kolonnens filtreringsformaen. pH i hver prove skal registreres. Endnu et forseg skal udfaeres ved samme

temperatur.
1.6.4. Kolbe-metoden
1.6.4.1. Apparatur

Til kolbe-metoden krzves folgende udstyr:

— normalt laboratorieglasudstyr og -instrumentering,

— udstyr til bevaegelse af oplesninger ved kontrolleret konstant temperatur,
— en centrifuge (helst termostateret), om nedvendigt ved emulsioner, og

— udstyr til analytisk bestemmelse.

1.6.4.2. Maileprocedure

Mzngden af materiale, der er nedvendig for at metre det onskede rumfang vand, er ansliet ved den
forelebige undersagelse. Det fornedne rumfang vand vil afhange af den analytiske metode og
oploselighedsomridet. Ca. fem gange mangden af stof, der er bestemt ovenfor, afvejes i hver af tre
beholdere med glaspropper (f.eks. centrifugeglas, kolber). Det valgte rumfang vand szttes til hver
beholder, og beholderne lukkes helt tzt. De lukkede beholdere bevages derefter ved 30 °C.

(Ryste- eller omrorerudstyr, der kan operere ved konstant temperatur, ber anvendes, f.eks. magnetom-
rering i et termostatbad). Efter en dag fjernes én af beholderne, og den henstilles til opnaelse af ligevaegt
124 timer ved den enskede temperatur og lejlighedsvis omrystning. Indholdet i beholderen centrifugeres
derefter ved pravningstemperaturen, og koncentrationen af forbindelsen i den klare vandige fase
bestemmes med en passende analysemetode. De andre to kolber behandles p4 samme maide efter
forudgdende opnielse af ligevagt ved 30° C i henholdsvis to og tre dage. Hvis koncentrationsresulta-
terne fra mindst to af beholderne er i overensstemmelse med den forlangte reproducerbarhed, er
provningen tilfredsstillende. Hele forseget ber gentages under anvendelse af lzngere tider til opnielse af
ligevagt, hvis resultaterne fra beholder 1, 2 og 3 viser en stigende tendens.

pH i hver preve ber noteres.

1.6.5. Analyser

En stofspecifik analysemetode foretrakkes til disse bestemmelser, eftersom sma mangder af opleselige
urenheder kan fordrsage store fejl i den miite opleselighed. Eksempler pd sidanne metoder er: gas- eller
vaskechromatografi, titreringsmetoder, photometriske metoder, voltametriske metoder.
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2. DATA

2.1. Kolonne-eluerings-metoden

Middelvardien samt standardafvigelsen for mindst- fem pi hinanden foelgende prever taget ved
matningsplateauet ber udregnes for hvert forsag.

2.2, Kolbe-metoden

De enkelte resultater skal angives for hver af de tre kolber, og for de resultater, der skennes at vere
konstante (repeterbarhed mindre end 15 %), beregnes gennemsnittet og det angives i masseenheder pr.
oplesningsvolumen. Dette kan krave en omsztning af masseenheder til volumen, under anvendelse af
densitete, hvis oplaseligheden er meget hoj (>100 g/1).

3. RAPPORTERING

3.1. Kolonne-eluerings-metoden

Rapporten skal, om muligt, omfatte en angivelse af resultater fra den forelebige undersogelse samt
felgende oplysninger:

— pracis specifikation af stoffet (identitet og urenheder),
— de enkelte koncentrationer, gennem stremningshastigheder og pH for hver prove,

— middelvardier og standardafvigelser for mindst_fem prever fra matningsplateauet fra hvert
forseg,

— gennemsnittet for to successive, acceptable forsog,

— vandtemperaturen under matningsprocessen,

— den anvendte analysemetode,

— arten af det anvendte bzremateriale,

— afsztning pa bazrematerialet,

— anvendt oplesningsmiddel,

— tegn pd eventuel kemisk instabilitet af stoffet under prevaningen og den anvendte metode,

— alle oplysninger, der er af betydning for fortolkningen af resultaterne.

3.2. Kolbe-metoden

Rapporten skal omfatte felgende oplysninger:
— pracis specifikation af stoffet (identitet og urenheder),

— de enkelte analytiske bestemmelser og gennemsnittet, nir der er bestemt mere end en vardi for hver
kolbe,

— pH i hver prove,

— gennemsnitsvardien for de forskellige kolber, der stemte overens,
— analysetemperaturen,

— den anvendte analysemetode,

— beviser for kemiske ustabiliteter af stoffet under forseget og den anvendte metode.
— alle oplysninger, der er af betydning for fortolkningen af resultaterne.
4. REFERENCER

(1) OECD, Paris 1981, Test Guideline 105. Decision of the Council C(81) 30 Final.
(2) OECD, Paris 1981, Test Guideline 116. Decision of the Council C(81) 30 Final.
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Figur 2
En typisk mikrokolonne
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Figur 3
En typisk mikrokolonne

(alle dimensioner er i mm).
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Figur 4

Provningsopstilling til bestemmelse af oploseligheden i vand af tungt opleselige, svagt flygtige stoffer
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A. 7. FEDTOPLOSELIGHED

1. METODE

De beskrevne metoder er baseret pd OECD retningslinje for undersogelse af kemikalier (1).

1.1. Indledning
Det er vardifuldt at have forhindsinformation om stoffets fordelingskoefficient, vandoplaselighed,
strukturformel og stabilitet ved 50° C for at udfere denne provning. Denne metode er kun anvendelig 1l
sidanne stoffer, som i det vasentlige er rene, som er stabile ved 50° C og som ikke er nevnevardigt
flygrige under de samme betingelser.

Metoden er uegnet til stoffer, som reagerer med triglycerider.

1.2. Definitioner og enheder
Den vagtfraktion af et stof, som danner en homogen fase med et flydende fedtstof (olie) uden at give
anledning til kemiske reaktioner, defineres som fedtopleseligheden. Den storste af sddanne vagtfraktio-
ner kaldes matnings-vagtfraktionen, og denne er en.funktion af temperaturen.
Et stofs mztnings-vagtfraktion ber angives i mg/100 g af standardfedt ved 37°C + 0,5°C..
Der eksisterer folgende sammenhang mellem oploseligheden i g pr. 100 g oplesning (S') og

opleseligheden i g pr.-100 g oplesningsmiddel (S):

100 x §
=—" " g/ d .
S 100 o 8 100 g standardfedtstof.

Multiplikation af S-vardien med 1 000 giver mg/100 g standardfedtstof.

1.3. Referencematerialer
Referencematerialer behever ikke at anvendes i alle tilfzlde ved undersogelsen af et nyt stof. De skal

primart tjene til atr kontrollere metodens ydeevne fra tid til anden og for at give mulighed for
sammenligning med resultater opniet med andre metoder.

1.4. Metodens princip

Stoffet szttes til et flydende »standardfedtstof« og omrores. Der tilszttes s meget af stoffet, at der med
sikkerhed er overskud. Den opleste stofmzngde bestemmes ved en egnet analysemetode.

1.5. Kvalitetskriterier

1.5.1. Specificitet

Repeterbarheden af milingen er endnu ukendt.

Resultaterne bor gzlde for standardfedtstoffer, og er relevante for relativt rene stoffer. Selv ved 37° C
kan fedtstoffer danne fine emulsioner eller fine suspensioner med faste stoffer. Eftersom disse vil
forstyrre den efterfolgende bestemmelse af vagtfraktionen, ma dannelsen af sidanne undgis.
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1.6. Metodebeskrivelse
1.6.1. Forberedelse
1.6.1.1. Apparatur

Felgende udstyrsdele er nedvendige:

— normalt laboratorieglasudstyr,

— vagt,

— termostateret centrifuge,

— omrerer der kan anvendes i kombination med temperaturkontrolsystem,

—— termostat.

1.6.1.2. Standardfedtstoffer

Det er nedvendigt at anvende standardfedtstoffer. Disse standardfedtstoffer ber vare lette at definere,
“og et eksempel pa et sadant standardfedrstof er angivet i bilaget.

1.6.1.3, Forelsbig undersogelse

En simplificeret forelebig undersegelse ber udferes, for at kunne bestemme den omtrentlige mangde af
stof, der er nedvendig for at opn4 matnings-vagtfraktionen ved prevningstemperaturen (37° C),

Bemeerk:

Hastigheden, hvormed matningsligevegten opnis, kan vare starkt afhengig af partikelstorrelsen, for
s vidt angir faste stoffer. Derfor bor sidanne materialer pulveriseres.

1.6.1.4. Forberedelse af stoffet

Afvej 8 prover i 50 ml kolber. Normalt bor hver portion vere den dobbelte mangde af, hvad der er
fundet nadvendigt til matning ved den forelobige undersagelse.

Efter tilszming af afvejet mangde pi omtrent 25 g flydende og blandet standardfedtstof udstyres
kolberne med omrerere, og lukkes tzt til med glaspropper. Halvdelen (gruppe I) omreres ved 30° C og
den anden halvdel (gruppe 1) ved ca. 50° C, begge i mindst en time.

1.6.2. Provningsbetingelser

Bestemmelsen af fedtoploseligheden udferes ved 37° C + 0,5° C.

1.6.3. Maleprocedure

Omrer indholdet af kolberne i begge grupper ved 37°C + 0,5° C indtl de er omhyggeligt
opblandet.

Den omreringstid, der krazves for at opni ligevagt, kan ikke forudsiges generelt. Ved flydende stoffer
kan matning opnas pa fi minutter; ved faste stoffer kan det tage timer. Almideligvis vil det ikke vare
nedvendigt med mere end tre timers omroring; derefter kan omreringen standses for to kolber i begge
grupper, og disse kolber skal hensta i mindst en time ved 37° C for at skille det uopleselige stof fra og
for at tillade dannelse af en homogen fase. Emulsions- eller suspensionsdannelse (f.eks. Tyndall-effekt)
m3 forhindres ved en passende metode, sdsom termostateret centrifugering.
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Den tredje og den fjerde kolbe i begge grupper ber omrares i mindst 24 timer, for de henstir en time ved
37° £ 0,5°C.

Bemaerk:

Huvis der ikke dannes bundfald (for faste stoffer), eller der ikke sker faseadskillelse (for flydende stoffer)
efter denne periode, ma provningen gentages med en storre mengde stof.

1.6.4. Analyse

Der udtages én prove fra hver mzttet fedtfase til analyse. Denne preve vejes, og vagtfraktionen
bestemmes. Enhver egnet analysemetode kan anvendes, enten direkte eller efter ekstraktion med vand
eller et organisk oplesningsmiddel, eller enhver anden seperationsmetode.

Eksempler pd sddanne metoder er:
~— spektrofotometri,
— gas- eller vaskechromatografi,

— voltametri.

2. DATA

Hyvis der er signifikante forskelle i resultaterne fra enten over-/ undermatingsforsegene eller kort-/
langtidsperioderne, ma proven gentages med lzngere omreringstider.

3. RAPPORTERING

Felgende oplysninger skal, om muligt, omfattes af rapporten:

— przcis specifikation af stoffet (identitet og urenheder),

— pracis specifikation af fedtstoftet (f.cks. beskrivelse, karakteristika, oprindelse, sammensztning),
— analysemetode, afvigelser og specielle trxk.

Resultaterne md vurderes som beskrevet ovenfor, og de udger en del af forsegsrapporten. Hvis der ikke
er nogen signifikante forskelle mellem de forskellige observerede vardier i mg pr. 100 g, ber de
individuelle resultater, middelvaerdien og standardafvigelsen rapporteres. Hvis der er signifikante ~
forskelle, selv efter fornyet provning, anferes kun de individuelle resultater.

Alle oplysninger og bemzrkninger, der er af betydning for fortolkningen af resultaterne, skal anfores.

4. REFERENCER

(1) OECD Paris 1981. Test-Guideline 116. Decision of the Council C(81) 30. Final.
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Bilag

EKSEMPEL PA ET STANDARDFEDTSTOF

Nedenstdende tabel viser sammensatningen af et typisk standardfedtstof.

Fedtsyrefordeling

Antal C-atomer i fedtsyredelen 6 8 10 12 14 16 18 andre
GLC-arealer (%) 0,5 7,5 10,3 50,4 13,9 7,6 8,6 1
Glyceridfordeling

Antal C-atomer i fedtsyre-

delen 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50
GLC-arealer (%) 0,1 03 1,0 2,3 49 109 13,9 21,1 16,1 11,7 98 44 22 1.1 0,2
Renhed

Monoglyceridindhold (enzymatisk) = 0,1 %

Diglyceridindhold (enzymatisk) £ 0,4 %
Uforsazbeligt indhold z 0,1%
Wijstal = 0,5%
Syretal 0,02

Vandindhold (K. Fischer) £ 01%
Klart smeltepunke 28,5 C

Typisk absorptionsspektrum (lagtykkelse d = 1 cm, reference: vand, 35° C)

Bolgelzngde (nm) 290 310 330 350 370 390 430 470 510
Transmission (%) 2 15 37 64 80 88 95 97 98

Mindst 10 % lystransmission ved 303 nm

Dette fedtstof er en syntetisk blanding af mzttede triglycerider med en fedtsyre og triglyceridfordeling, der svarer til
kokosfedt.
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A. 8. FORDELINGSKOEFFICIENT

1. METODE

De beskrevne metoder er baseret pA OECD retningslinje for undersogelse af kemikalier (1).

1.1. Indledning

Det er vardifuldt at have forhindsinformation om stoffets dissociationskonstant, vandopleselighed og
overfladespaznding for at udfere denne provning.

Denne metode er kun anvendelig til stoffer, der i det vasentlige er rene, og som kan opleses i vand og
n-octanol. Den kan ikke anvendes til overfladeaktivt materiale.

1.2. Definitioner og enheder

Fordelingskoefficienten (P) defineres som forholdet mellem ligevaegtskoncentrationerne (c;) for et stof
oplest i et to-fasesystem bestdende af to stort set ublandbare oplasningsmidler.

I tilfaldet n-octanol og vand
C,

P = Soctanol

ov
Cvand

Fordelingskoefficienten (P) defineres som forholdet mellem ligevaegtskoncentrationerne (c;) for et stof
oplost i et to-fasesystem bestdende af to stort set ublandbare oplesningsmidler.

1.3. Referencematerialer

Referencematerialer behover ikke anvendes i alle tilfzlde ved undersggelsen af et nyt stof. De skal
primart tjene til at kontrollere metodens ydeevne fra tid til anden og for at give mulighed for at
sammenligne resultater opniet ved andre metoder.

1.4, Metodens princip

For at fordelingskoefficienten kan bestemmes, mi der opnis ligevaegt mellem alle de medvirkende
komponenter i systemet, og de opleste stoffers koncentrationer i de to faser, skal bestemmes. En
gennemgang af litteraturen om dette emne antyder, at der er mange forskellige teknikker, som kan
bruges til at lose dette problem, det vil sige den omhyggelige blanding af de to faser efterfulgt af deres
adskillelse for bestemmelse af ligevaegtskoncentrationerne for det undersegte stof.

'

1.5. Kvalitetskriterier

1.5.1. Repeterbarhed

For at sikre fordelingskoefficientens najagtighed skal der udferes dobbeltbestemmelser under tre
forskellige prevningsbetingelser, hvorunder sivel mangden af det angivne stof som forholdet mellem
volumen af oplesningsmidlerne kan varieres. De fundne vardier for fordelingskoefficienten udtryke ved
almindelige logaritmer ber falde indenfor + 0,3-logaritmeenheder.

1.5.2. Foelsomhbed

Metodens mileomride bestemmes af analysemetodens detektionsgranse. Denne skal vare tilstrekkelig
til at tillade bestemmelsen af vardier af P, op til 105, nir koncentrationen af det opleste stof i én af
faserne ikke er storre end 0,01 mol/I. :
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1.5.3.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

Specificitet

Nernst’s fordelingslov gzlder kun ved konstant temperatur, tryk og pH og for tynde oplesninger. Den
kan alene anvendes pa et rent stof, der fordeles mellem to rene oplesningsmidler. Hvis der forekommer
flere opleste stoffer i den ene eller i begge faser samtidig, kan dette pavirke resultaterne.

Dissociation eller association af de opleste molekyler resulterer i afvigelser fra Nernst's fordelingslov.
Sidanne afvigelser indiceres af det faktum, at fordelingskoefficienten bliver afhangig af koncentrationen
i oplesningen.

Pi grund af de mange ligevagte der er involveret i nzrvarende prevningsmetode, bor den ikke anvendes
p4 ioniserbare stoffer, uden at der foretages korrektioner. (Anvendelsen af pufferoplesninger i stedet for
vand ber tages i overvejelse for sidanne stoffer.)

Metodebeskrivelse

Forelobigt sken for fordelingskoefficienten

Fordelingskoefficientens verdi kan estimeres enten ved simple beregninger (2) eller ved anvendelse af
provens opleselighed i de rene oplasningsmidler (1).

Herved fis:

P _ MNINGS Gy oeranol
estimeret maztnings C,,,4

Alternativt kan den bestemmes groft ved en simplificeret forelobig undersogelse.

Forberedelser

n-octanol: Bestemmelsen af fordelingskoefficienten ber bestemmes under anvendelse af meget rene
reagenser af analysekvalitet. Vand: Destilleret eller dobbeltdestilleret vand fra glas- eller kvartsappara-
tur ber anvendes.

(Bemeerk:

Vand taget direkte fra en ionbytter ber ikke anvendes.)

Formztning af oplesningsmidlerne

For en fordelingskoefficient bestemmes, mattes de to faser gensidigt ved omrystning ved forsogstempe-
raturen. Herved er det praktisk at omryste to store standflasker med meget ren n-octanol af
analysekvalitet eller vand hver for sig med en tilstrzkkelig mangde af det andet oplesningsmiddel i 24
timer pi et mekanisk rysteapparat, og derefter at lade flaskerne st lenge nok til at sikre en fuldstendig
adskillelse af de to faser og en fuldstendig matning.

Provningsforberedelse

Det samlede rumfang af to fasesystemet skal fylde nzsten hele analysebeholderen. Dette vil hjzlpe til at
forhindre tab af materiale som folge af fordampning. Forholdet mellem de to rumfang og mzngden af
stof, der skal anvendes, fastszttes ud fra folgende:

— den forelebige bestemmelse af fordelingskoefficienten (se ovenfor);
— den mindste provemangde der krzves til den analytiske metode;
og

— begransningen ved en maksimal koncentration i én af faserne pa 0,01 mol/I.

Der udferes tre provninger. | den forste tilszttes det beregnede volumenforhold; i den anden tilszttes
det dobbelte volumen n-octanol; og i den tredie tilszttes det halve volumen n-octanol.
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1.6.2.3. Proven

For at kunne lave en massebalance under forseget, fremstilles der en stamoplesning i n-octanol med en
massekoncentration p4 mellem 1 og 100 mg/ml. Den aktuelle massekoncentration i denne stamoplos-
ning skal bestemmes pracist, inden den anvendes til bestemmelse af fordelingskoefficienten. Denne
oplesning skal opbevares under stabile betingelser.

1.6.3. Provningsbetingelser

Provningstemperaturen ber holdes konstant (+1° C) og ligge i omridet 20° C-25° C.
1.6.4. Madleprocedure

1.6.4.1. Opnielse af fordelingsligevaegt

To prevningsbeholdere, der indeholder de kravede nejagtigt afmilte mangder af de ro oplesningsmid-
ler sammen med den nedvendige mangde af stamoplesningen, skal forberedes for hvert szt provnings-
betingelser.

Octanofaserne afmailes volumetrisk. Pravningsbeholderne ber enten placeres i et passende rysteapparat
eller omrystes med hindkraft. En anbefalet metode er, at dreje er centrifugeglas hurtigt ca. 180° om en
akse vinkelret p4 dets lengdeakse, siledes at alt indesparrer luft stiger op gennem de to faser.

1.6.4.2. Faseadskillelse

For at adskille faserne ber blandingen centrifugeres. Dette bor gores i en laboratoriecentrifuge, holdt pi
stuetemperatur, eller hvis der ikke benyttes en temperaturreguleret centrifuge, ber centrifugeglassene
bringes i temperaturligevagt ved provningstemperatur i mindst 1 time far analysen.

1.6.5. Analyse

Til bestemmelse af fordelingskoefficienten er det nodvendigt at bestemme koncentrationerne af det
undersogte stof i begge faser. Dette kan gores ved at udtage en aliquot fra hver af de to faser fra hver
beholder fra hver provningsbetingelse og analysere dem ved den valgte fremgangsmade. Den totale
mangde af stof, der findes i hver af faserne skal beregnes og sammenlignes med den mzngde stof, der
oprindelig blev tilsat.

Fra den vandige fase ber provetagningen ske p4 en sidan maide, at risikoen for at medtage spor af
octanol minimeres: en glassprojte med en aftagelig kanyle kan anvendes til at udtage prover fra
vandfasen. Sprejten fyldes ferst delvis med luft. Luften ber forsigtigt presses ud, mens kanylen fores
gennem octanolfasen. Et passende rumfang af vandfasen trakkes op i sprojten. Sprojten fiernes hurtigt
fra oplasningen og kanylen tages af. Indholdet i sprojten kan da anvendes som den vandige preve.
Koncentrationen i de to adskilte faser skal helst bestemmes ved en stof-specifik metode. Eksempler pi
fysisk-kemiske bestemmelser, der kan anvendes er:

— fotometriske metoder,
— gaschromatografi,

— hejtryksvaskechromatografi.

‘DATA

[ 5]

Hvis den malte Py er storre end 10*, anbefales det, at resultaterne sammenlignes med beregnede Pqy
vardier, som for eksempel er fremkommet ved metoden angivet i (3).

Pilideligheden af de bestemte vardier af P kan afpreves ved sammenligning af gennemsnitsvardierne for
dobbeltbestemmelserne med det samlede gennemsnit.
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RAPPORTERING

Felgende oplysninger skal, om muligt, omfattes af rapporten:

Pracis specifikation af stoffet (identitet og urenheder).
Temperatur, hvorved bestemmelserne er udfert.
Data for de analytiske metoder, der er anvendt ved bestemmelsen af koncentrationerne.

De malte koncentrationer i begge faser for hver bestemmelse. (Dette betyder, at i alt tolv
koncentrationer skal angives.)

Vagten af det undersagte stof, rumfanger af hver fase, der er anvendt i hver prevningsbeholder og
den totale beregnede mangde prove, der findes i hver fase efter ligevagien er opniet.

De beregnede vardier for fordelingskoefficienten (P) og gennemsnittet skal anfores for hvert szt
prevningsbetingelser, ligesom gennemsnittet for alle bestemmelserne. Hvis der er tegn p4 koncentra-
tionsafthengighed for fordelingskoefficienten, ber dette anfores i rapporten.

Standardafvigelsen for de individuelle P-vardier omkring deres middelvardi ber anferes.
Middelvardien for P for alle bestemmelser skal ogsd udtrykkes ved dens logaritme {basis 10).

Den beregnede teoretiske Pgy, nar denne vardi er bestemt, eller nir den milre vaerdi er storre end
104,

pH i vandet, der er anvendt, og i vandfasen under forsoget.

Alle oplysninger og bemarkninger, der er relevante for fortolkningen af resultaterne.

REFERENCER

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

. (2) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 107. ref.(2) Decision of the Council C(81) 30 Final.

(3) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 107. ref (10) Decision of the Council C(81) 30 Final.
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A. 9. FLAMMEPUNKT

1. METODE

1.1. Indledning

Det er vardifuldt at have forhdndskendskab til stoffets antzndelighed for at udfere denne prevning.
Pravningsmetoden kan anvendes til flydende stoffer, som markedsfert, hvis dampe kan antzndes af en
antzndelseskilde. De i denne tekst beskrevne provningsmetoder er kun palidelige i de flammepunktsom-
rdder, der er anfort i de enkelte metoder.

1.2, Definitioner og eni:cdcr

Flammepunktet er den laveste temperatur, korrigeret til et tryk p3 101,325 kPa, ved hvilken den
undersegte mangde vaske i en lukket provningsbeholder, under de i provningsmetoden definerede
betingelser, udvikler dampe i et sidant omfang, at der dannes en brzndbar damp/luft blanding i
provningsbeholderen.

Enheder: © C
t=T - 273,15
(ti°Cog TiK).
1.3, Referencematerialer
Det er ikke nedvendigt at anvende referencematerialer i alle tilfzlde ved en undersegelse af nye stoffer.

De skal primzrt tjene til at kalibrere metoden fra tid til anden og for at frembyde en mulighed for at
sammenligne resultater, nar andre metoder anvendes.

1.4 Metodens princip

Stoffet anbringes i en prevningsbeholder, som gradvis opvarmes, indtil dampene nir en tilstrekkelig hej
koncentration i luft til at danne en brandbar blanding, som kan antandes.

1.5. Kvalitetskriterier

1.5.1. Repeterbarhed
Repeterbarheden varierer med flammepunktsomridet og den anvendte provningsmetode; max.
+ 2°C.

1.5.2. Folsombed

Folsomheden afhznger af den anvendte prevningsmetode.
1.5.3. Specificitet

Visse prevningsmetoders specificitet er begranset til visse flammepunktsomrider og er afhangig af
stoffernes egenskaber (f.eks. hej viskositet).

1.6. Metodebeskrivelse

1.6.1. Forberedelse

En prove af stoffet udtages og anbringes i et prevningsudstyr i henhold til 1.6.3.1 og/eller 1.6.3.2.
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1.6.2. Provingsbetingelser

Apparatet anbringes si vidt muligr trakfric.
1.6.3. Udferelse af prevningen

1.6.3.1. Ligevegtsmetoden

se: ISO 1516, ISO 3680, 1SO 1523, ISO 3679.

1.6.3.2. Ikke-ligevegtsmetoden

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

Abel-Pensky apparat:

se: (EN 57), DIN 51755 part 1 (for temperaturer fra $ til 65 °C) og DIN 517535 part 2 (for temperatur
under 5° C), NF M07-036.

Tag apparat:
se: ASTM D 56, ISO 2719,

Pensky-Martens apparat: i

se: ISO 2719, (EN 11), DIN 51758, ASTM 8013, ASTM D 93, BS 2000 part 34, NF M07-019.
Bemcerkninger:

Nir flammepunktet, bestemt ved ikke-ligevagtsmetode i 1.6.3.2, findes at vare:

0+2°C,21 + 2°C,55 +2°C,

bor det bekraftes ved en ligevagtsmetode under anvendelse af det samme apparat.

Kun de metoder, der kan give temperaturen for flammepunktet, kan bruges ved en anmeldelse.

Til bestemmelse af flammepunktet for tykiflydende vasker (malinger, lim og lignende) indeholdende

oplesningsmidler, m4 der kun anvendes apparater og prevningsmetoder, som er velegnede til bestem-
melse af tyktflydende vaskers flammepunkt. Se: ISO 3679, ISO 3680, 1SO 1523, DIN 53213, del 1.

2. DATA

3. RAPPORTERING

Rapporten skal, om muligt, omfatte folgende oplysninger:
— nojagtig specifikation af stoffet (identifikation og urenheder),
— metoden skal anfares sdvel som eventuelle afvigelser,

— resultaterne og alle oplysninger og bemarkninger af betydning for fortolkningen af resultaterne m3
rapporteres.

4. REFERENCER

Ingen.
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A. 10. ANTANDELIGHED — FASTE STOFFER

1. METODE

1.1. Indledning

Det er nyttigt at have forhindskendskab til stoffets mulige eksplosive egenskaber fer provningens
udferelse.

Denne provning ber kun anvendes p4 pulverformige, granulzre og pastaagtige stoffer.

For ikke at medtage alle stoffer, der kan antzndes, men kun de stoffer, som brander hurtigt, eller som
pé den ene eller den anden made har sarligt farlige egenskaber ved forbranding, betragtes kun stoffer,
hvis forbrendingshastighed overstiger en vis grensevardi, for at vere letantendelige. Desuden ber
metalpulvere, som kan forglade, ogsi anses for at vzre let antzndelige, hvis forgledningen forsatter
gennem praven.

Sidan forgledning og de dermed forbundne vanskeligheder ved at bekzmpe en brand er hovedirsagen

til, at metalpulver er szrligt farlige. Normale slukningsmidler sdsom kuldioxid og/eller vand kan forege
faren betydeligt.

1.2. Definitioner og enheder

Forbrendingstiden udtrykkes i sekunder.

1.3. Referencematerialer

Ikke specificeret.

1.4, Metodens princip

Stoffet i dets kommercielle tilstand formes til en vold pd 250 mm. Derefter forseges proven antzndt
under de i 1.6.3 definerede betingelser og forbrazndingstiden males.

1.5. Kvalitetskriterier
1.6. Metodebeskrivelse
1.6.1. Forberedelser

Hvis stoffet foreligger som pulver eller granulat, fyldes produktet i den tilstand, hvori det forhandles,
lost i en form. Formen er fremstillet af metal, har en lengde pa 250 mm og triangulart tvarsnit med
indvendig hejde p4 10 mm og indvendig bredde 20 mm. P4 hver side af formen i lzngderetningen er
monteret en metalplade, der rager 2 mm op over den everste kant af det triangulzre rvarsnit (figur 1).
Formen bringes derefter til fald tre gange fra 2 cm’s hojde ned p4 en fast overflade. Om nedvendigt
efterfyldes formen. Derefter fiernes sidestykkerne og overskydende stof skrabes af. En ubrzndbar og
ikke-pores plade anbringes oven pa formen, apparatet vendes og formen fjernes.

Pastaagtige stoffer bredes ud pi en ubrzndbar overflade i form af en 250 mm lang pelse med et
tvaersnitsareal pd ca. 1 cm2,

En passende antzndingskilde s3som en lille flamme eller en glodetrdd med en temperatur pi mindst
1 000° C anvendes til at tznde volden i den ene ende.
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1.6.2. Provningsbetingelser
Hvis stoffet er felsomt overfor fugt, skal prevningen udferes si hurtigt som muligt efter at stoffet er
fiernet fra beholderen.

1.6.3. Udforelse af provningen

Antznd den ene ende af volden. Nir 80 mm af volden er brendt, miles forbrzndingshastigheden over
de nzste 100 mm. Provningen udferes seks gange under anvendelse af et rent koldt underlag hver

gang.

2. DATA

Vzrdierne af forbrandingstiden, bestemt ved seks prevninger, er nedvendige for vurderingen.

3. RAPPORTERING

3.1. Provningsrapport

Rapporten skal, om muligt, indeholde felgende oplysninger:
— pracis specifikation af stoffet (identifikation og urenheder)

— en beskrivelse af det undersegte materiale, dets fysiske tilstandsform inklusive indhold af fugtig-
hed,

— maleresultaterne,

— alle yderligere oplysninger, der er relevante for fortolkningen af resultaterne.

3.2 Fortolkningen af resultaterne
Pulvere, granulater eller pastaagtige stoffer anses for at vare letantzndelige, nir forbrendingstiden i en
af de seks prevninger, udfort i overensstemmelse med fremgangsmaden, beskrevet i 1.6., er mindre end

45 sekunder. Pulvere af metaller eller metallegeringer anses for at vare letantzndelige, hvis de kan
antzndes, og flammen eller reaktionszonen udbredes over hele proven.

4. REFERENCER

Ingen
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Figur 1

Form og tilbeher til tilberedning af prevevold
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Formens l&ngde: 250 mm
Materiale: aluminium
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A. 11. ANTANDELIGHED — GASSER

1. METODE

1.1. Indledning
Denne metode gor det muligt at bestemme, om gasser-i blanding med luft ved stuetemperatur og

atmosferetryk har et antzndelsesomrdde. Blandinger med stigende koncentrationer af provegassen: i luft
udszttes for en elektrisk gnist, og det iagttages, om der sker en antzndelse.

1.2. Definitioner og enheder

Antzndelsesomridet er koncentrationsomridet mellem den nedre og den evre eksplosionsgrznse. Den
nedre og den ovre eksplosionsgrense er de koncentrationsgrnser for den antendelige gas i blanding
med luft ved hvilke der ikke sker en flammeudbredelse.

1.3. Referencemateriale

Ikke specificeret. .

1.4. Metodens princip
Koncentrationen af gas i luft eges trinvis; og blandingen udsattes ved hvert trin for en elektrisk
gnist.

1.5. Kvalitetskriterier

Ikke anfort.
1.6. Metodebeskrivelse

1.6.1. Apparatur
Prevningsbeholderen er en opretstiende glascylinder med en indre diameter p4 mindst 50 mm og en
hejde pd mindst 300 mm. Antendelseselektroderne er placeret 60 mm over cylindernes bund med en
indbyrdes afstand p4 3 til 5 mm. Cylinderen er forsynet med en trykudlesningsibning. Apparatet skal

afskarmes for at begranse eventuel eksplosionsskade.

Som ant@ndingskilde anvendes en stiende induktionsgnist med en varighed p4 0,5 sek. Den dannes af
en hejspzndingstransformator med udgangsspanding 10 til 15 kV (hejeste indgangseffekt 300 W).

1.6.2. Preuningsbetingelser

Provningen skal udferes ved stuetemperatur.

1.6.3. Udferelse af provningen

Under anvendelse af proportionalpumper indferes en bestemt koncentration af gas i luft i glascylinde-
ren. En gnist fores gennem blandingen, og det iagttages, om en flamme udskiller sig uafhzngigt.
Gaskoncentrationen varieres i trin p& 1 vol %, indtil der sker antendelse som beskrevet ovenfor.
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DATA

Forekomsten af en flammeudbredelse er det eneste relevante data for bestemmelsen af -denne
egenskab.

RAPPORTERING

Rapporten skal, om mullgt, omfatte falgende oplysninger:

nejagtig specifikation af stoffet (identifikation og urenheder);
en beskrivelse, med dimensioner, af det anvendte apparat;
stuetemperaturen, hvorved preven er udfert;

de provede koncentrationer og de opniede resultater;
provningsresultatet: ubrandbar gas eller letantzndelig gas;

i tilfzlde af konklusionen: »ubrzndbar«, skal det anferes, at alle koncentrauoner er undersogt ved
at age koncentrationen i trin pid 1 % fra 0 til 100 %;

alle oplysninger og bemarkninger af betydning for fortolkningen af resultaterne ma rapporteres.

REFERENCER

Ingen.
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A. 12, ANTENDELIGHED — STOFFER OG PRAEAPARATER, DER I KONTAKT MED VAND
ELLER FUGTIG LUFT UDVIKLER LET ANTANDELIGE GASSER I FARLIGE MANGDER

1. METODE

1.1. Indledning

Denne prevningsmetode kan bruges til at bestemme, om et stofs reaktion med vand kan medfore
udvikling af farlige mangder gas eller gasser, som kan vare letantzndelige eller giftige. Prevningsmeto-
den kan anvendes bide til faste og flydende stoffer. Metoden kan ikke anvendes til stoffer, som
antznder spontant ved kontakt med luft.

1.2 Definitioner og enheder

Let antandelig:

Stoffer og praparater, som, ved kontakt med vand eller fugtig luft, udvikler let antzndelige gasser i
farlige mangder med en mindste hastighed p3 1 liter/kg.h. Denne granse tager ikke hensyn til giftighed
af gassen.

1.3. Metodens Princip

Stoffet proves i den nedenfor anferte trinvise rekkefelge; hvis der sker antandelse pa noget trin, er
yderligere prevning unedvendig.

1.3.1. Trin 1

Proven anbringes i en beholder indeholdende destilleret vand ved 20° C og det noteres, om den
udviklede gas antzndes eller ikke.

1.3.2. Trin2

Preven anbringes pi et filtrerpapir, som flyder p4 overfladen af en skil indeholdende destilleret vand
ved 20° C og det noteres, om den udviklede gas antzndes eller ikke. Filtrerpapiret tjener kun il at holde
stoffet pa ét sted for at ege muligheden for antandelse.

1.3.3. Trin 3

Proven formes til en vold ca. 2 cm hej og 3 cm i diameter. Nogle fi driber vand tilszttes dl volden og
det noteres, om den udviklede gas antzndes eller ikke.

1.3.4. Trin 4

Praven blandes med destilleret vand ved 20° C og gasudviklingens hastighed miles over en periode af
syv timer med en times intervaller. Hvis udviklingshastigheden er ujzvn eller stigende efter syv timer,
bor miletiden udvides til i det hejeste fem dage. Prevningen kan standses, hvis hastigheden pd noget
tidspunkt overstiger 1 I/kg - h.



19. 9. 84 De Europziske Fzllesskabers Tidende Nr. L 251/ 69

1.4. Referencemateriale

Ikke specificeret.

1.5. Kvalitetskriterier

Ikke angivet.

1.6. Metodebeskrivelser
1.6.1. Trin 1
1.6.1.1. Provningsbetingelser

Stoffet praves som det er markedsfort og prevningen udferes ved stuetemperatur {ca. 20° C).

1.6.1.2. Udferelse af prevningen
En lille mangde (ca. 2 mm i diameter) preve anbringes i en beholder indcholdende destilleret vand. Det

noteres, om (i) der udvikles gas, og (ii) om der sker antandelse af gassen. Hvis der sker antzndelse af
gassen, er yderligere provning af stoffer unedvendig, idet stoffet betragtes som farligt.

1.6.2. Trin 2

1.6.2.1. Apparatur

Ec filtrerpapir anbringes fladt flydende p3 overfladen af destilleret vand i en egnet beholder, f.eks. en
100 mm afdampningsskal.

1.6.2.2. Provningsbetingelser

Stoffet proves som det er markedsfort og provningen udfores ved stuetemperatur (ca. 20° C).

1.6.2.3. Udferelse af prevningen
En lille mangde (ca. 2 mm i diameter) preve anbringes midr p filtrerpapiret. Det noteres, om (i} der

udvikies gas, og (ii) om der sker antzndelse af gassen. Hvis der sker antendelse af gassen, er yderligere
prevning af stoffet unedvendig, idet stoffet betragtes som farligt.

1.63. - Trin3

1.6.3.1. Provningsbetingelser

Stoffet proves som det er markedsfort og prevningen udfores ved stuetemperatur.



Nr. L 251/70

‘ _Ize Eurgg;eiskz: Fxlles§kabers Tidende

1.6.3.2.

1.6.4.

1.6.4.1.

1.6.4.2.

1.6.4.3.

Udferelse af prevningen

Proven formes som en vold, ca. 2 cm hej og 3 cm i diameter med en fordybning i toppen. Nogle fi
draber vand dlsattes i fordybningen, og det noteres, om (i) der udvikles gas, og (ii) om der sker
antzndelse af gassen. Hvis der sker antzndelse af gassen, er yderligere prevning af stoffet unedvendig,
idet stoffet betragtes som farligt.

Trin 4

Apparatur

Apparatet opstilles som vist i figur (se tilleg)

Provningsbetingelser

Underseg den beholder, hvori stoffet befinder sig, for pulver < 500 pm (partikkelstorrelse). Hvis
pulveret udger mere end 1 vagtprocent af den samlede mangde, eller hvis preven er spred, ber alt
stoffet males til pulver for prevning for at tillade en formindskelse af partikkelstorrelse under lagring og
hindtering; ellers anvendes stoffet i den form, hvori det forhandles. Provningen ber udferes ved
stuetemperatur (20° C) og atmosfzretryk.

Udferelse af prevningen

Der haldes vand i skilletragten pd apparatet, og der afvejes tilstrzkkeligt af stoffet, maksimalt 25 g, til
at udvikle mellem 100 og 250 ml gas. Stoffet anbringes i den koniske kolbe. Rumfanget af den
udviklede gas kan méiles ved en hvilken som helst egnet metode. Skilletragtens hane ibnes for at lede
vand ned i den koniske kolbe, og et stopur startes. Den tid, det tager al gassen at udvikles, noteres, og
om muligt foretages méilinger ind imellem. Denne prevning ber udfares tredobbelt.

Hvis gassens kemiske identitet er ukendt, skal gassen analyseres. Hvis gassen ideholder let antandelige
bestanddele og det ikke vides, om hele blandingen er letantzndelig, skal der fremstilles en blanding med
samme sammens&tning, som preves efter prevningsmetoden (A. 11.).

DATA

En antzndelse eller udvikling af letantendelig gas med en hastighed over 1 I/kg - h i tre forseg er nok
til at anse et stof for farligt (1.6.1), {1.6.2) og (1.6.3).

RAPPORT

Rapporten skal, om muligt, omfatte felgende oplysninger:

— pracis specifikation og beskrivelse af stoffet som modtages (f.eks. farve, kornsterrelse og fysisk
tilstandsform);

— enhver indledende behandling af preven;
— resultater af prevningerne;

— kemisk identitet af den udviklede gas;
— gassens udviklingshastighed (1.6.4);

— eventuelle yderligere bemarkninger af betydning for fortolkning af resultaterne.

19. 9. 84
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4, REFERENCER

(1) ISO 1773.

(2) OECD, Paris, Preliminary Test Guideline for the Determination of Substances which give off Highly
Inflammable Gases in Dangerous Amounts on Contact with Water A 80/28 — Final report of the
OECD chemical testing programme.

(3) U.N. doc. No ST/SG/AC 10/1 rev 1
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A. 13. ANTENDELIGHED — FASTE STOFFER OG VASKER

1. METODE

1.1, Indledning
Det er vardifuldt at have forhindskendskab. til et stofs selvantzndelighed. Prevningsmetoden kan

anvendes til faste og flydende stoffer, som markedsfort, som i sm& mangder vil antnde spontant kort
tid efter, at de er kommet 1 kontakt med luft ved stuetemperatur.

Stoffer, der ikke omfattes af denne metode, er sidanne, som behever timer eller dage ved stuetempera-
tur for selvantendelse forekommer, eller s3danne, som skal udsettes for betydeligt hejere temperatur,
fer der sker selvantzndelse.

1.2 Definitioner og enheder

Vasker og faste stoffer betragtes som let antaxndelige, hvis de teender ved mindst én ud af seks
prevninger under de i 1.6 beskrevne betingelser.

Det kan tllige vare nedvendigt at preve vaskers selvantendelighed ved metoden A. 15: Selvantznde-
lighed: bestemmelse af selvantendelsestemperaturen for flygrige vasker og gasser.

1.3. Referencematerialer

Ikke specificeret.

1.4. Metodens princip

Stoffet bringes i kontakt med luft ved en temperatur pa 25 + 10° C i en periode pa fem minutter. Hvis
der sker antzndelse, betragtes stoffet som letantzndeligt.

1.5. Kvalitetskriterier

Repeterbarhed: Af sikkerhedsmassige irsager er bare ét positivt resultat ud af seks prevninger
ulstrackkeligt il at stoffet bedemmes som letantzndeligt.

.

1.6. Beskrivelse af prevningsmetoden

1.6.1. Apparatur
En porcelensskdl med ca. 10 can diameter fyldes med diatoméjord tl ca. 5§ mm’s hejde ved
stuetemperatur.
Bemcerk:

Diatoméjord eller ethvert andet inaktivt stof, der er alment tilgaengeligt, skal anses for reprzsentativt for
jord, som stoffet er spildi pa i uheldstilfxlde.

1.6.2. Udferelse af provningen

a) Pulverformige faste stoffer

1 il 2 am3 af den pulverformige preve hzldes fra ca. 1 m’s hojde ned p2 en ubraendbar overflade, og
det iagttages, om stoffet antznder under faldet eller inden der er giet fem minutter efter at det har

lagr sig.
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b) Vasker
Ca. § cm3 af den flydende prove haldes i den kiargjorte porcelansskil, og det iagttages, om stoffet

antzndes indenfor fem minutter.
2. DATA

Resultaterne af seks provninger er relevante ved vurderingen.

3. RAPPORTERING

Rapporten skal, om muligt, omfatte felgende oplysninger:
— en beskrivelse af stoffet, der skal praves,

— pravningsresultaterne.

4. REFERENCER

(1) OECD, Paris, Preliminary Test Guideline for the Determination of Pyrophoric Behaviour of Solids
and Liquids. A80/23 — Final report of the OECD chemical testing programme.
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A. 14, EKSPLOSIVE EGENSKABER

1. METODE

1.1. Indledning

Metoden opstiller et prevningsskema til bestemmelse af, om et fast, flydende eller pastaagtigt stof eller
praparat frembyder fare for eksplosion, nir det udszttes for flammepavirkning (varmefalsomhed) eller
stad- eller friktionspavirkning (felsomhed overfor mekanisk pavirkning).

Metoden bestir af tre dele:
a) en provning for termisk felsomhed;
b) en prevning for mekanisk folsomhed med hensyn til stod;

c) en prevning for mekanisk felsomhed med hensyn til friktion.

Metoden giver data til vurdering af sandsynligheden for at initiere en eksplosion ved hjzlp af visse
almindelige pivirkninger. Metoden tilsigter ikke at fastsld, om et stof er i stand til at eksplodere eller
ikke under hvilke som helst betingelser; den tilsigter heller ikke at bestemme i hvilket omfang den
begyndende dekomponering kan udvikle sig til at forarsage eksplosion af hele proven.

Metoden er egnet til at bestemme, om et stof eller praparat vil frembyde fare for eksplosion (termisk
eller mekanisk folsomhed) under de sarlige betingelser, der er specificeret i direktivet. Provningerne er
irrelevante, nir foreliggende termodynamiske oplysninger (dannelsesvarme, dekomponeringsvarme,
fravar af visse reaktive grupper (1) i strukturformlen), hevet over rimelig tvivl fastslir, at stoffet eller
prparatet er ude af stand til at nedbrydes, at danne gasser eller vare tilbojelig til hastig varmeafgivelse.
Det erkendes, at metoden ikke er definitiv. Den omfatter et antal udvalgte, specificerede apparater, som
i vidt omfang anvendes internationalt, og som szdvanligvis giver meningsfyldte resultater.

Den person, som udferer prevningerne, kan vzlge at bruge alternativt apparatur i de tre nzvnte
metoder, forudsat, at det kan begrundes videnskabeligt, og at apparaturet er internationalt anerkendt. I
si faldt skal han bestemme korrelationen mellem sine resultater og dem, der opnas med det beskrevne
apparatur.

1.2 Definitioner og enheder

Eksplosiv:

Stoffer og prazparater, som kan eksplodere under flammepavirkning, eller som er mere folsomme over
for chok end dinitrobenzen.

1.3. Referencemateriale

Meta-dinitrobenzen, teknisk krystallinsk produke, til friktions- og chokmetoden.

1.4. Metodens princip

En indledende screeningsprovning er nedvendig for at fastsla sikre betingelser for udfarelse af de tre
folsomhedsprevninger:
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1.4.1. Indledende screeningsprovning

Meget sma prever (ca. 10 mg) af stoffet eller praeparatet underkastes opvarmning, uden at vzre
indesluttet, med en bunsenbrander, for stad i et eller andet egnet apparat og for friktion ved anvendelse
af en hammer mod en ambolt eller en hvilken som helst form for friktionsmaskine. Formdlet er at
fastsld, om stoffet er si folsomt og eksplosivt, at de foreskrevne folsomhedspravninger skal udferes med
specielle forholdsregler for at undga, at eksperimentatoren kommer til skade.

1.4.2. Termisk foelsombed

Metoden indebarer opvarmning af stoffet eller praparatet i en stilbeholder med varierende grader af
indeslutning, som tilvejebringes af hulplader med 4bninger af forskellig diameter, for at bestemme, om
stoffet eller praparatet er tilbajeligt til at eksplodere under termisk belastning.

1.4.3. Mekanisk folsombed (sted)
Metoden indebzrer, at stoffet eller praparaetet udszttes for stad fra en faldhammer pd en stil-
ambolt.

1.4.4. Mekanisk folsombed (friktion)

Metoden indebzrer, at stoffet eller praparatet udsattes for friktion mellem standardoverflader under
specificerede betingelser for belastning og relativ bevagelse.

1.5. Kvalitetskriterier

Ikke angivet.

1.6. Metodebeskrivelse
1.6.1. Apparatur
1.6.1.1. Termisk folsomhed (virkningen af en flamme)

Stalbeholderen er fremstiller af dybtrukket stilplade (se tilleg). Den har en indvendig diameter p3
24 mm, en lengde pi 75 mm og en vegtykkelse pa 0,5 mm. I den ibne ende er beholderen forsynet med
en flange til lukning af beholderen (figur 1). Beholderen er forsynet med en trykmodstandsdygtig rund
hulplade med et centralt hul, og denne plade fastholdes p4 beholderen ved hjxlp af en todelt forskruning
(metrik og hztiemetrik). Hulpladen (se figur 1) er 6 mm tyk og fremstillet af varmebestandigt
chromstl (se tilleg).

Til radighed for prevningen findes en rzkke hulplader med forskellige abningsdiameter (1, 1,5, 2, 2,5,
3,4,5,6, 8,10, 12, 14, 16, 18, 20 ... mm) til at bestemme den grad af eksplosionsfare, der
frembydes af stoffet eller prparatet. Metrikken og hzttemetrikken (i figur 1) bestdr af chrom-mangan
std] (se tilleg), som er gnistfrit op til 800° C. Stilbeholderne bruges kun til ét forseg.

1.6.1.2. Mekanisk felsomhed (sted)

Et typisk faldhammerapparat bestir i det vasentlige af en stobejernsblok (grat stebejern) med fod og
ambolt, sejle, styr, faldvagt og udlesningsmekanisme. Stilblokken 230 mm (dybde) x 250 mm
(bredde) x 200 mm (hojde) med stabt fod 450 mm (dybde) x 450 mm (bredde) x 60 mm (hejde)
bzrer stilambolten 100 mm diameter x 70 mm hojde, som er skruet pa. PA stilblokkens bagside
fastskrues holderen, i denne fastgeres sojlen, der bestir af et heltrukket stilror med 90 mm udvendig og
70 mm indvendig diameter. Fire skruer forankret i en massiv betonblok 60 cm x 60 cm x 60 cm
holder faldhammeren p4 en sidan made, at skinnerne er absolut lodrette og faldvagten let kan styres.
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Faldhammerens vagt skal vare 10 kg. Massen bestir af massivt stdl. Den skal have en slagflade af
anlebet stdl, HRC 60 til 63, og en mindste diameter p4 25 mm. Provningerne skal udferes med
faldhejde pa 0,4 m.

Proven, der skal underseges, anbringes i en matrice bestiende af to massive koaksiale stdlcylindre, den.
ene ovenpd den anden, og en hul stilcylinder som styrering. De massive stilcylindre skal vare 10
(-0,003, -0,005) mm i diameter og 10 mm heje samt have polerede overflader, afrundede kanter
(rundingsradius 0,5 mm) og en hirdhed p4 HRC 58 til 65. Den hule cylinder skal have en udvendig
diameter pd 16 mm, en poleret udboring pa 10 ( +0,005, +0,010) mm og en hejde pd 13 mm.

Hvis der forekommer en eksplosion, m4 stilcylinderen ikke bruges til yderligere pravninger.

For at fjerne eksplosionsdampene stilles matriceanordningen oven pA én mellemambolt med diameter
26 mm og 26 mm hejde, fremstillet af stal, og centreret ved hjzlp af en centreringsring med en
opspandingsring.

1.6.1.3. Mekanisk felsomhed (friktion)

Friktionsapparatet bestar af en stebt stilbundsplade (grat stobejern), p4 hvilken selve friktionsanord-
ningen er monteret, bestiende af en fastsiddende porcelensstang og bevagelige porcel@nsplader.
Porcelznspladen er fastgjort i en slede, der bevager sig mellem to skinner. Slzden drives gennem en
drivstang, en eksentrik og et transmissionsgear af en elektromotor pi en sidan maide, at porcelaens-
pladen bevzges under porcelansstangen med frem- og tilbagegiende bevagelse pd 10 mm. Porcelzns-
stangen skal belastes med ca. 360 N.

Porcelznspladerne er fremstillet af hvidt teknisk porcelen, og har dimensionerne 25 mm (lzngde)
X 25 mm (bredde) x 5 mm (hejde). Begge friktionsoverfladerne pi pladerne er fer brending gjort
(ruhedsdybde 9 til 32 pm) ved gnidning med en svamp.

Den cylindriske porcelznsstang er ligeledes fremstillet af hvidt teknisk porcelzn. Den er 15 mm lang,
har diameteren 10 mm og halvkugleformede endeflader med krumningsradius 10 mm.

1.6.2. Provningsbetingelser

1.6.2.1. Termisk felsomhed (virkningen af en flamme)

Stoffet, i den fysiske tilstandsform, det skal leveres i, fyldes i stilbeholderen til en hejde af 60 mm i tre
lige store portioner. Hver portion sammenpresses forsigtigt ved at pafore overfladen en kraft pi 80N
ved hjzlp af et egnet trstempel, der er lidt mindre end beholderen. Ved geleagtige stoffer drages der
omsorg for at undgd luftbobler under fyldningen.

1.6.2.2. Mekanisk felsomhed (sted)

Stoffet proves i tor tilstand. Preven skal have et volumen p4 40 mm3, eller et volumen, der passer til det
beskrevne apparat. For faste stoffer, med undtagelse af pastaer, galder folgende:

a) pulverformige stoffer sigtes (sigtesterrelse 0,5 mm); alt, hvad der passerer gennem sigten, bruges til
prevningen;

b) pressede, stobte eller p4 anden made sammenpressede stoffer senderdeles og sigtes; sigtefraktionen
fra 0,5 til 1 mm diameter bruges til prevningen.

Ved flydende stoffer presses den everste stalcylinder ned, til den befinder sig i en afstand af 1 mm fra
den nederste cylinder, og fastholdes i denne stilling.
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1.6.2.3.

1.6.3.

1.6.3.1.

1.6.3.2

1.6.3.3.

Mekanisk felsomhed (friktion)

Stoffet preves i tor tilstand. Proven skal have et volumen p4 10 mm3. For faste stoffer, med undtagelse
af pastaer, gzlder folgende:

a) pulverformige stoffer sigtes (sigtesterrelse 0,5 mm); alt, hvad der passerer gennem sigten, bruges til
prevningen;

b) pressede, stabte eller pi anden mide sammentrykte stoffer senderdeles og sigtes; sigtefraktionen
< 0,5 mm diameter bruges til prevningen.

Udfarelse af provningerne

Termisk felsomhed (virkningen af en flamme)

Opvarmningen sker med propan fra en industriel trykflaske, forsynet med en trykregulator (500 mbar),
gennem en méler og fordelt ved en manifold til de fire braendere. De fire brendere bruger 3,2 1 propan i
minuttet.

Hvis der bruges andre gasser til opvarmningen, skal der vzlges passende brandere, gasforbrug og
luftindtag, siledes at sammenlignende malinger pd beholdere fyldt med inerte materialer {sand,
dibutylphalat) viser lignende temperatur/tid kurver som opvarmning med propan.

Branderne placeres rundt om prevningskammeret som vist i figur 2.

Branderne justeres p4 en sidan maide, at spidsen af den indre bli kegle i flammen nasten berorer
beholderen. Provningen udferes i et stilkammer med de i figur 2 angivne dimensioner. Brandernes
dimensioner ses i figur 3a og 3b.

To serier pa tre provninger er obligatorisk, i den forste serie bruges en hulplade med et hul p 2 mm i
diameter, i den anden bruges et hul storre end 2 mm (f.eks. 6 mm) i diameter.

Huvis der sker en eksplosion i ferste serie (2 mm hul), er det unedvendigt at g videre til den nzste serie.
Huvis der ikke er sket en eksplosion efter fem minutter, er provningen slut.

Mekanisk felsomhed (sted)

I det beskrevne slagapparat udferes seks provninger ved at lade 10 kg-loddet falde fra 0,4 m. I andre
apparater sammenlignes proven med m-dinitrobenzen under anvendelse af anerkendt metode (op- og
nedteknikken osv.).

Mekanisk folsomhed {friktion)

Porcelznsstangen anbringes pd den preve, der skal undersoges, og belastningen henges pa. Under
provningens udferelse skal slibemarkerne pA porcelenspladen ligge p4 tveers af bevagelsesretningen.
Der skal passes p4, at stangen hviler p4 proven, at der er tilstrekkeligt pravemateriale under stangen, og
at pladen bevages korrekt under stangen. Porcelenspladen skal bevazges frem og tilbage under
porcelensstangen, en afstand pid 10 mm hver vej i lober af 0,44 sekunder. Hver del af overfladen m3
kun bruges til en prevning.
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2. DATA

2.1. Behandling af resuitaterne

Prevningen kan afbrydes, s& snart der opnis et positivt resultat i én af provningerne.

2.2. Vurdering
Principielt anses et stof eller praparat for at frembyde eksplosionsfare i direktivets forstand, hvis:

a) der sker en eksplosion (dvs. beholderen spranger i tre eller flere fragmenter) indenfor det fastsatte
antal prevninger for termisk felsomhed;

eller
b) en eksplosion (at bryde i brand svarer til eksplosion) sker mindst én gang under seks provninger med

det beskrevne slagapparat, eller proven er mere folsom end m-dinitrobenzen i en alternativ
slagpravning;

eller

c) en eksplosion (knitren eller brand svarer til eksplosion) sker mindst én gang under seks provninger
med det beskrevne friktionsapparet, eller proven er mere folsom end m-dinitrobenzen i en alternativ

friktionsprevning.
3. RAPPORTERING
3.1. Prevningsrapport

Prevningsrapporten skal, om muligt, omfatte folgende oplysninger:

— identitet, sammensztning, renhed, fugtighedsindhold osv. for stoffer eller praparatet, der skal
undersoges;

— prevens fysiske tilstandsform, og om der er foretaget sigtning eller ikke;

— liagttagelser under prevningerne (reaktionstype, gnister, flamme, eksplosion, antal fragmenter
osv.);

— resultater af hver provning:

— hvis der har varet anvendt alternativt apparat, skal der gives videnskabelig begrundelse, sivel som
dokumentation for sammenlignelighed mellem de resultater, der opnis med det beskrevne appara-
tur, og de som opnas med det tilsvarende apparatur;

— alle brugbarer oplysninger som referencer til prevninger med lignende produkter, som kan vzre
relevante for den rette fortolkning af resultaterne.

3.2. Fortolkning og vurdering af resultater

o Prevningsrapporten ber nzvne ethvert resultat, som betragtes som forkert, afvigende eller ikke-reprz-
sentativt. Hvis nogle af resultaterne lades ude af betragiing, ber der gives en forklaring tillige med
resultater af eventuel alternativ eller supplerende provning. .

Undertiden kan resultatet vare en teknisk fejl, som stir i forbindelse med stoffets eller praparatets
flygtige karakeer eller fysiske tilstandsform under prevningen; i si fald er det vaerd at vide, hvilket
resultat man ville opn4, ndr stoffet eller pr&paratet har den tilstandsform, som det har, nir det bringes
p4 markedet. Ahernativ prevning kan muligvis oplyse herom. Med mindre et afvigende resultat kan
forklares pi denne mide, m4 det tages for gode varer, og i overensstemmelse hermed bruges ved
klassifikationen af stoffet eller praparatet.
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4. REFERENCER

(1) Bretherick, L., Handbook of Reactive Chernical Hazards, London. Butterworths, 1979, p. 60-63.
(2) Koenen, H., Ide, K. H., Uber die Priifung explosiver Stoffe, I. Ermittlung der Reibempfindlichkeit,
Explosive Stoffe, Vol. 3, 1955, S. 57-65 und S. 89-93.

(3) Koenen, H., Ide, K. H., Uber die Priifung explosiver Stoffe, Ill. Ermittlung der Empfindlichkeit
explosiver Stoffe gegen thermische Beanspruchung in einer Erhitzungskammer mit verschiedenen
definierten Offnungen (Stahlhusenverfahren), Explosive Stoffe, Vol. 4, 1956, S. 119-125,
143-148.

(4) Koenen, H., Ide, K. H., Haupt, W., Uber die Prafung explosiver Stoffe, IV. Ermittdung der
_ Schlagempfindlichkeit explosiver Stoffe von fester, fliassiger und gelatinoser Beschaffenheit, explo-
sive Stoffe, Vol. 6, 1958, S. 178-189, 202-214 und 223-235.

(5) ONU 1980, December, United Nations Committee of Experts on the Transport of Dangerous
Goods, (document ST/SG/AC/. 10/5/Add.3, Table 4.3).

Tl”«.?g

Eksempel p3d materialespecifikation

(1) Materialespecification No 1.0336.505 g, i overensstemmelse med DIN 1623 sheet 1.

(2) Materialespecification No 1.4873, i overensstemmelse med sheet »Stahl-Eisen-Werkstoff« 490-52.
490-52.

(3) Materialespecification No 1.3817, i overensstemmelse med sheet »Stahl-Eisen-Werkstoff« 490-52.
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Figur 2
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Figur 3a

Materiale: messing
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Figur 3b

Materiale: messing
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A.15. SELVANTANDELIGHED — BESTEMMELSE AF SELVANT ANDELSESTEMPERATUREN
FOR FLYGTIGE VASKER OG GASSER

1. METODE

1.1. Indledning
Det er vardifuldt at have forhdndskendskab til et stofs selvantzndelighed. Prevningsmetoden kan
anvendes pd markedsferte stoffer i form af gasser eller flygtige vasker, som enten i sig selv eller ved

afgivne dampe kan antzndes af en hed overflade under tilstedevarelsen af luft. Selvantandelsestempe-
raturen kan reduceres betragteligt ved tilstedevarelsen af katalytiske urenheder.

1.2. Definitioner og urenheder
Graden af selvantzndelighed udtrykkes ved selvantzndelsestemperaturen Selvantandelsestemperaturen

er den laveste temperatur, ved hvilken preven vil antznde i blanding med luft under de i pravnmgs-
metoden definerede betingelser.

1.3. Referencematerialer

Ikke specificeret.

1.4, Metodens princip

Gassers og dampes rilbejelighed til selvantazndelse bestemmes under anvendelse af det i IEC 79-4
beskrevne apparatur.

1.5. Kvalitetskriterier

Repeterbarheden varierer afhangigt af omridet for selvantzndelsestemperaturen, og af den anvendte
provningsmetode; hajst + 5° C. -

Felsomheden afhanger af den anvendte prevningsmetode.

Specificiteten athznger af den anvendte provningsmetode.

1.6. Metodebeskrivelse

1.6.1. Apparatur

Apparaturet er beskrevet i den 1 1.6.3 refererede metode.

1.6.2. Provningsbetingelser

En preve af stoffet proves i overensstemmelse med den i 1.6.3 refererede metode.

1.6.3. Udforelse af provningen

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

Noter provningstemperaturen, atmosfzretryk, anvendt prevemangde tidsinterval indtil antandelse
sker.

RAPPORTERING

Rapporten skal, om muligt, omfatte folgende oplysninger:

pracis specifikation af stoffet (identifikation og urenheder).
anvendt mangde, atmosfxretryk;

provningsresultaterne (prevningstemperaturer, resultater vedrorende antzndelse, tilherende tids-
intervaller);

alle yderligere bemarkninger af betydning for fortolkningen af resultaterne.

REFERENCER

Ingen.
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A. 16. SELVANTANDELIGHED — FASTE STOFFER — BESTEMMELSE AF RELATIV
SELVANTANDELSESTEMPERATUR

1. METODE -

1.1. Indledning

Eksplosive stoffer og stoffer, som antznder spontant ved kontakt med luft ved stuetemperatur, ber ikke
underkastes denne prevning.

Formailet med denne prevning er at tilvejebringe forhindsoplysninger om et stofs selvstzndelighed ved
forhojede temperaturer. Hvis den varme som udvikles, enten ved stoffets reaktion med oxygen eller ved
exotermisk nedbrydning, ikke hurtigt nok afgives til omgivelserne, sker der selvopvarmning, der ferer til
selvantendelse. Selvantzndelse optrader derfor, nir hastigheden af varmeproduktionen overstiger
hastigheden af varmetabet.

Provningsmetoden er vardifuld som forelobig screeningsprovning for faste stoffer. I betragtning af de

komplicerede forhold ved antzndelse og forbranding af faste stoffer ber selvantzndelsestemperaturen,
bestemt efter denne metode; kun anvendes til sammenligningsform3l.

1.2. Definitioner og enheder

Den selvantzndelsestemperatur, der opnis ved denne metode, er den mindste rumtemperatur udtrykt i
°C, ved hvilken et bestemt volumen af et stof vil antznde under definerede betingelser.

1.3. Referencematerialer
Ingen.
1.4. Metodens princip

Et bestemt volumen af proven anbringes i en ovn ved stuetemperatur; temperatur-tidskurven i prevens
midte relativt til omgivelserne optegnes, medens ovnens temperatur sges till 400° C med en hastighed
p4 0,5° C/min. Den ovntemperatur, ved hvilken pravens temperatur nir 400° C ved selvopvarmning,
benzvnes selvantazndelsestemperaturen i henseende til denne prevning.

1.5. Kvalitetskriterier
Ingen.

1.6. Metodebeskrivelse

1.6.1. Apparatur

1.6.1.1. Ovn

En temperaturprogrammeret laboratorieovn (volumen ca. 2 1) udstyret med naturlig luftcirkulation og
eksplosionssikring. Det m4 pises, at ingen nedbrydningsgasser kan komme i kontakt med det elekeriske
varmelegeme, for at indgd eventuel eksplosionsfare.
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1.6.1.2. Terning af stiltridsnet
Et stykke rustfast staltradsnet med 0,045 mm huller klippes til efter monsteret i fig. 1 (se tilleg). Nettet
foldes og lukkes med trad til terninger, der er dbne foroven.

1.6.1.3. Termoelementer

Egnede termoelementer.

1.6.1.4. Skriver

Enhver to-kanalsskriver der er kalibreret til 600° C eller tilsvarende spznding.

1.6.2. Provningsbetingelser

Stoffer proves i deres handelsmassige form.

1.6.3. Provningens udfarelse

Terningen fyldes med det stof, der skal proves, og bankes let, idet der tilfejes yderligere materiale, indtil
terningen er helt fyldt. Proven ophanges derefter i ovnens midte ved stuetemperatur. Et termoelement
placeres i terningens midte og et andet mellem terningen .og ovnvaggen for at registrere ovntemperatu-
ren. Temperaturerne i ovnen og preven registreres kontinuert, mens ovntemperaturen hzves til 400° C
eller til det faste stofs smeltepunke, hvis det er lavere, med en hastighed p4 0,5° C/min. Nir stoffet
antznder, vil termoelementet i proven vise en meget skarp temperaturstigning over ovntemperaturen.

2. DATA

Den ovntemperatur, ved hvilken provetemperaturen ndr 400° C ved selvopvarmning er relevant for
vurderingen (se figur 2 i tillegget).

3. RAPPORT

Rapporten skal, om muligt, omfatte folgende oplysninger:
— en beskrivelse af det stof der skal preves,
— mileresultaterne, herunder temperatur/ tidskurve,

— alle yderligere bemzrkninger af betydning for vurderingen af resultaterne.

4. REFERENCER

Ingen.
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Tilleg

Figur 1

Maonster for 20 mm preveterning

—— o — s o
- ]

fe e o - - -—— - — — . - -

Figur 2

Typisk temperatur/tidskurve

- Prevens temperatur
T A Pravens temperatur
400°C L o e D e e~
]
: Ovntemperatur
1
1
|
|
Antendelses- I
temperatur
-

Tid



19. 9. 84 De Europziske Fallesskabers Tidende Nr. L 251/89

A. 17. OXIDERENDE EGENSKABER

1. METODE

1.1. Indledning

Det er nyttigt pa forhind at have kendskab til stoffets mulige eksplosive og giftige egenskaber for at
udfere denne prevning.

Prevningen er uegnet for eksplosive eller letantzndelige stoffer, organiske peroxider og for brendbare
faste stoffer, som er tilbgjelige til at smelte under prevningsbetingelserne.

Denne prevning er irrelevant, nir en undersegelse af strukturformlen uden for enhver tvivl fastslar, at
stoffet eller praparatet er ude af stand til at reagere eksotermt med et braendbart materiale.

For at fastsld, om provningen ber udferes under iagttagelse af sarlige forholdsregler, ber der udfares en
forhindsprevning.

1.2. Definitioner og enheder

Reaktionstid: Den reaktionstid, i sekunder, der kraves for at reaktionszonen vandrer langs en
prevevold, efter den procedure, der er beskrevet i 1.6.

Reaktionshastigheden udtrykkes i mm/s.

Sterste reaktionshastighed: Den storste reaktionshastighed, bestemr ved blandinger indeholdende fra
10 til 90 vagtprocent af det oxiderende stof.

1.3. Referencemateriale

Bariumnitrat (analysevare) bruges almindeligvis til preven og forhindsprevningen som referencemate-
riale.

Kaliumdichromat bar kun bruges til forhindsprevningen. Der ber tages sazrlige forholdsregler ved
handteringen af kaliumdichromat. Referenceblandingen er den blanding af bariumnitrat med cellulose-
pulver, fremstillet efter 1.6, som har den storste reaktionshastighed. (Normalt en blanding indeholdende
60 vagtprocent bariumnitrat).

1.4, Metodens princip

Der udferes af sikkerhedshensyn en forhindsprevning. Denne forhandsprevning vil vare tilstrakkelig,
nir den klart viser, at stoffet eller praparatet har oxiderende egenskaber. Nir dette ikke er ulfaeldet,
skal stoffet eller preparatet underkastes yderligere provning.

Ved den yderligere provning blandes det stof, der skal preves, og et defineret brendbart materiale i
forskellige forhold. Hver blanding formes derefter til en vold, som antzndes i den ene ende. Den sterste
reaktionshastighed bestemmes derefter, og sammenlignes med den sterste reakrionshastighed for
referencematerialet.

1.5, Kvalitetskriterier

Hvis det onskes, kan en hvilken som helst metode til knusning og blanding anvendes, forudsat, at
forskellen mellem den sterste reaktionshastighed for de 6 individuelle prevninger afviger mindre end
10 % fra den aritmetriske middelvardi.
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1.6. Metodebeskrivelse

1.6.1. Forhdndsprevning

Det terrede stof i den form, hvori det forhandles, blandes groft med det terrede cellulosepulver eller
savsmuld i vagtforholdet 2 dele af det stof, der skal praves, til 1 del terret cellulose eller savsmuld,
og blandingen formes til en lille kegleformet bunke med en grunddiameter pd 3,5 cm og en hejde pa
2,5 cm, ved at fylde, uden at banke, en form (f.eks. en kegleformet laboratorietragt, hvis stilk er
tilstoppet).

Bunken placeres pi en kold, modstandsdygtig, ikke ledende overflade ovenpi antandelseskilden, som
bestir af inaktiv metaltradd, som f.eks. en platin- eller nikkeltrad (som kan opvarmes elektrisk til
ca. 1000° C). Denne metaltrdd anbringes ca. 1 mm over pravefladen, og den spznder over keglens
grundflade. Denne provning skal udfores i et stinkskab, som omtalt i 1.6.3. Antzndelseskilden tilsluttes
og forbliver tilsluttet. Reaktionens styrke og varighed iagttages og registreres.

Stoffet eller prazparatet skal betragtes som oxiderende, hvis reaktionen er voldsom.

I alle tilfzlde, hvor resultatet er tvivlsomt, er det nedvendigt at fuldfere hele provningsrakkefelgen som
beskrevet nedenfor.

1.6.2. Tilberedning

1.6.2.1. Stoffet der skal proves

Knus proven til en partikelsterrelse < 0,125 mm ved folgende fremgangsmaide:

Sige stoffet i den form, hvori det forhandles.

Knus den tilbageverende del. Gentag fremgangsmaden, indtil alt det oxiderende stof er kommet
igennem sigten.

Enhver knusnings- og sigtemetode kan anvendes, hvis den opfylder kvalitetskriteriet.

For stofferne blandes, torres de ved 105° C til konstant vagt. Hvis det stof, der skal praves,
dekomponerer ved temperaturer under 105° C, skal det terres ved en passende lav temperatur.

1.6.2.2. Brendbart stof

Cellulosepulver anvendes som brzndbart materiale. Cellulosen skal vare af en type, som kan anvendes
til tyndtlags- eller sejlechromatografi. En type, hvor mere end 85 % af fiberlengderne ligger mellem
0,075 og 0,020 mm, har vist sig at vare egnet. Cellulosepulveret skal kunne passere en sigte med en
maskestarrelse p4 0,125 mm.

For blandingen skal cellulosepulveret terres ved 105° C til konstant vagt.
Hvis der bruges savsmuld i den indledende prevning, tilberedes niletrssavsmuld ved at samle den del,
der passerer gennem en sigte med maskevidde 1 600 pm, bland ombhyggeligt, og ter derefter ved 105° C

i fire timer i et hejst 25 mm tykt lag.

Lad det afkele og opbevar det i en lufttzet beholder, s& fyldt som muligt, til det skal bruges, helst
indenfor 24 timer efter torring.

1.6.2.3. Blanding

Fremstil blandinger af oxiderende stof og cellulose indeholdende fra 10 til 90 vagtprocent af det
oxiderende stof i trin pd 10 %.

I grensetilfalde ber mellemliggende blandinger af oxiderende stof og cellulose anvendes for at finde den
storste reaktionshastighed mere prazcist.
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Note:

Blandinger af oxiderende stoffer med cellulose skal betragtes som potentielle eksplosiver og behandles
med tilsvarende forsigtighed.

Volden dannes ved hjzlp af en form. Formen fremstilles af metal en lzngde pi 250 mm og et trekantet
tvzrsnit med en indre hojde pi 10 mm og en indvendig bredde pa 20 mm. P4 begge sider af formen er i
lzngderetningen monteret to metalplader som langsgiende skinner, som rager 2 mm over det trekantede
tvarsnits everste kant (figur),

Ned i denne opstilling drysses si meget af blandingen, at der dannes en lille top. Efter at man har ladet
formen falde fra en hejde p4 2 cm mod en fast overflade, skrabes det tilbagevarende overskud vaek med
en skristillet plade. Derefter fiernes de langsgdende skinner, og det resterende pulver jevnes med en
rulle. Nu placeres en ubrzndbar plade ovenpa formen, apparatet vendes, og formen fjernes.

1.6.2.4. Antandelseskilde
En platintrdd, der er elektrisk opvarmet til ca. 1 000° C, eller en gasflamme bruges som antandelses-
kilde.

1.6.3. Provningens udferelse

Volden anbringes pd tvars af trzkket i et stinkskab. Lufthastigheden ber vare tilstreekkelig til at
forhindre gasser i at undslippe ud i laboratoriet. Lufthastigheden ber ikke xndres under prevningen. En
lzeskarm ber placeres rundt om opstillingen.

Da cellulosen og stofferne, der skal preves, er hygroskopiske, ber prevningen udferes s hurtigt som
mulige.

Antznd den ene ende af volden ved at berere den med en flamme eller den gledende platintrid.
Ma reaktionstiden over 200 mm efter at reaktionszonen har vandret de forste 30 mm.

Provningen udferes derefter med referencematerialet. Prevningen udferes derefter mindst en gang med
hver af rzkken af blandinger af pravematerialet og cellulosen. '

Hvis den sterste reaktionshastighed er betydelig sterre end referencematerialets, kan provningen
afbrydes, ellers skal de tre blandinger, som har givet de tre storste reaktionshastigheder, hver proves
yderligere fem gange.

2. DATA

Af sikkerhedsmassige grunde skal den sterste enkeltvaerdi af reaktionshastighederne — ikke middel-
vardien — betragtes som vzrende stoffets karakteristiske oxiderende egenskab.

Den storste vardi af reaktionshastigheden ud af seks prevninger for en given blanding er relevant for
vurderingen.

Tegn en kurve for den sterste reaktionshastighed for hver blanding som funktion af indholdet af
oxiderende stof.

Bestem den storste reaktionshastighed ud fra kurven.

De seks malte enkeltvaerdier af reaktionshastigheden i den blanding, som indeholder den sterste
reaktionshastighed, m4 ikke afvige mere end 10 % fra den aritmetriske middelvardi, ellers skal knuse-
og blandemetoderne forbedres.

Sammenlign den fundne storste reaktionshastighed med den storste reaktionshastighed for reference-
blandingen (se 1.3).
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3. RAPPORT

3.1. Pravningsrapport

Rapporten skal, om muligt, omfatte felgende oplysninger:

— en beskrivelse af det stof, der skal preves,

— enhver behandling af preven (f.eks. knusning, terring . ...),
— maéleresultaterne,

— reaktionsforlgbet (f.eks. forbrznding med flammer fra overfladen, gennembrznding, enhver
oplysning om forbrendingsprodukter, . ...... )s

— alle yderligere oplysninger, som er relevante for fortolkningen af resultaterne, herunder en
beskrivelse af reaktionens styrke (flammer, gnister, reg, langsom ulmen, osv.) og tilnzrmelsesvis
varighed fundet ved forhindsprevningen for sivel preven som for referencematerialet.

3.2. Fortolkning af resultaterne

Et stof skal betragtes som et oxiderende stof nir:

a) der ved den indledende prevning finder en voldsom reaktion sted,
eller

b) det ved den yderligere prevning findes, at den sterste reaktionshastighed for de blandinger, der skal
proves, er storre end eller lig med den storste reaktionshastighed for blandingerne af cellulose og
bariumnitrat.

4. REFERENCER

Ingen.
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AFSNIT B: METODER TIL BESTEMMELSE AF TOKSICITET
GENEREL INDLEDNING: DEL B

A. INDLEDNING

Se den generelle indledning

B. DEFINITIONER

(I) Akut toksicitet omfatter de sundhedsmassigt uenskede virkninger, der optrader indenfor et
givet tidsrum (sadvanligvis 14 dage) efter udsztielse for en enkelt dosis af et teststof.

(I1) LDy, (middel letal dosis) er en statistisk fastlagt enkelt dosis af et teststof, som kan forventes
at forarsage 50 % af forsegsdyrenes ded.

En LDgo-vardi udtrykkes som vagt af teststof pr. vagtenhed af forsegsdyr (mg/kg).

(I) LCsy (middel letal koncentration er en statistisk fastlagr koncentration af et stof, som kan
forventes at fordrsage 50 % af forsegsdyrenes ded under eksponering eller inden for et fastsat
tidsrum efter eksponering i en fastlagt periode. LCy, udtrykkes som vagr af teststof pr. enhed
luftvolumen (mg/1).

(IV) Ikke-toksisk dosis er den sterste dosis eller det hojeste ekspositionsniveau i en test, som ikke
forarsager erkendbare sundhedsmassig usnskede virkninger.

(V) Subakut/subkronisk toksicitet omfatter de sundhedsmassige uanskede virkninger, som ses pa
forsegsdyr som resultat af dagligt gentagen indgift af eller eksponering for et kemikalie for en
kort tid af dyrenes forventede levetid.

(VI) Maksimal tolerabel dosis (MTD) er den hojeste dosis som frembringer en toksisk virkning
uden samtidig i vasentlig grad at pivirke overlevelsesgraden i det forseg hvor den anvendes, i
krzftforseg for eks. en toksisk virkning, som ikke skyldes svulstdannelser.

(VII) Hudirritation er dannelsen af reversible inflammatoriske forandringer i huden som felge af
applikation af et teststof.

(VIN) Gjenirritation er dannelsen af reversible forandringer i ojet som folge af applikation af et
teststof til den indre overflade af ajet.

(IX) Hudsensibilisering (allergisk kontakt dermatitis) er en immunologisk udlast kutan reaktion pi
et teststof.

C. VURDERING OG FORTOLKNING

Det er kun i begrenset omfang muligt at ekstrapolere resultater af dyreforseg og in vitro-tests
direkte til mennesker, hvilket skal tages i betragtning ved vurdering og fortolkning af forseg.

For si vidt de foreligger, betragtes human data som mere relevante ved vurdering af kemiske stoffers
potentielle virkninger p4 mennesker.

MUTAGENICITET (inklusiv pra-screening test for carcinogenicitet)

Den indledende vurdering af mulig mutagenicitet kraver informationer om to typer af mutationer,
nemlig genmutationer og kromosomforandringer.

Disse to typer vurderes ved hjzlp af felgende tests:

(I) prove for dannelse af gen(punkt)mutationer i prokaryotiske celler som Salmonella typhimurium.
Test der anvender Escherichia coli kan ogsi anvendes. Valget mellem disse to testorganismer
kan afhaznge af, hvilken slags kemikalie der testes.
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(II) Prove for dannelse af kromosomforandringer i pattedyrceller, som er dyrket in vitro. Der kan
ogsd anvendes en in vivo metode (mikro-nucleustest eller metafase analyse af knoglemarvscel-
ler).

. LITTERATURHENVISNINGER

Toksikologi er en eksperimentel videnskab under udvikling, og der foreligger en omfattende
licteratur om de forskellige emner; den behandler. Relevante henvisninger findes i OECD’s
retningslinier for forsegsvirksomhed.

Supplerende bemarninger

Pasning af dyr

Ved toksicitetstest er det afgorende, at der fores noje kontrol med testmiljoet, og at dyrene passes
korrekt.

(I) Milje
Miljeet i forsegsstalde sivel som i forsegsdyrsbure skal afpasses efter dyrearten. Passende
betingelser for gnavere er en rumtemperatur pd 22° C (+ 3° C) med en relativ luftfugtighed pa

30 til 70 %. For kaniner og marsvin ber temperaturen holdes p4 20° C (+ 3° C) med en relativ
luftfugtighed pa 30 til 70 %. ‘

Visse forsegsteknikker er serlig folsomme for temperatursvingninger. I disse tilfzlde omfatter
beskrivelse af forsegsmetoden detaljerede retningslinjer for testmetode.

Temperatur og luftfugtighed ber kontrolleres, registreres og anferes i den afsluttende forsogs-
rapport i forbindelse med alle undersegelser for toksisk effekt.

Nir der anvendes kunstigt lys, ber almindeligvis en rytme med 12 timers lys og 12 timers marke
folges. Oplysninger om- belysningsrytmen registreres og anfores i den afsluttende forsags-
rapport.

I rapporter over dyreforseg er det vigtigt at anfere, hvilken type. bure der er anvendt og antallet
af dyr i hvert bur bide under eksponering med et kemikalie og i en efterfolgende observations-
periode.

(Il) Fodring

Foderet skal opfylde alle de ernzringskrav, forsegsdyrsarten stiller. Hvis teststofferne indgives i
foderet kan nzringsverdien formindskes som felge af reaktion mellem teststoffet og foderets
bestanddele.

Muligheden for en sidan reaktion ber tages i betragtning, nir forsegsresultaterne fortolkes.

Forureninger i foderet, som vides at influere pa toksiciteten, ma ikke forefindes i forstyrrende
koncentrationer.
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B. 1. AKUT TOKSICITET, ORAL INDGIFT
1. METODE

1.1. Indledning

Se den generelle indledning til afsnit B (punkt A).

1.2. Definitioner

Se den generelle indledning til afsnit B (punkt B).

1.3. Referencestoffer
Ingen.
1.4. Princip for testmetoden

Teststoffet indgives med mavesonde i graduerede doser til grupper af forsegsdyr, idet der gives en
bestemt-dosis til-hver gruppe. Der foretages derefter observationer af virkninger, herunder ded. Dyr, der
dor under forseget obduceres. Ved slutningen af forseget aflives og obduceres overlevende dyr. Denne
testmetodeé er hovedsagelig beregnet til undersegelser pa gnavere.

1.5. Kvalitets kriterier

Ingen.
1.6. Beskrivelse af testmetoden
1.6.1. Forberedelser

Dyrene holdes under forsegsbetingelser mht. milje og fodring i mindst fem dage, inden forsaget
begyndes. Unge, sunde, kensmodne dyr skal fordeles randomiseret i grupper inden forseget begyndes.
Teststoffet oplases eller opslemmes i et passende vehikel. Det anbefales, at der si vidt muligt anvendes
en vandig oplesning, og hvis dette ikke er muligt, en oplesning i vegetabilsk olie, en oplesning i andre
vehikler eller eventuelt en suspension. Ved ikke-vandige vehikler bor vehiklets relevante karakteristika
vzre kendt eller, hvis de ikke kendes, blive bestemt forud for eller i forbindelse med forseget. Hos
gnavere bar volumen normalt ikke overstige 10 ml/kg legemsvagt, undtagen ved anvendelse af vandige
oplesninger, hvor op til 20 ml/kg kan anvendes. Forskelle i volumen skal geres mindst mulig ved at
justere koncentrationen, og siledes sikre, at volumen er konstant ved alle doser.

1.6.2. Forsogsbetingelser

1.6.2.1. Forsegsdyr

Rotter er de fortrukne forsegsdyr, medmindre der foreligger kontraindikationer. Der benyttes rotter af
almindeligt anvendte stammer. For sdvel han- som hunrotter gzlder det, at vagten af de dyr, som
anvendes ved et forseg, ikke ma variere mere end + 20 % fra en rimelig gennemsnitsvagt.



19.9. 84 De Europziske Fellesskabers Tidende Nr. L 251/97

1.6.2.2. Antal og ken

Der anvendes mindst ti gnavere (fem hun- og fem handyr) til hvert dosisniveau. Hundyrene ma ikke
have fodt og m4 ikke vare drzgrige.

1.6.2.3. Dosisniveauer

til forseger anvendes et tilstrzkkeligt antal dosisniveauer, mindst tre, og disse skal vare valgt siledes, at
der opnis en graduering i de toksiske virkninger i testgrupperne og i dedeligheden. Der skal vare
tilstrekkelige data til, at der kan fremstilles en dosisvirkningskurve, og til, om muligt, at foretage en
rimelig bestemmelse af LD,.

1.6.2.4. Graznsetest

En tilstrekkelig vurdering af et teststofs orale akutte toksicitet vil i de fleste tilfzlde vare opnéet,
sifremt der ikke optrzder dedsfald som felge af indgift af teststoffer i op til 14 dage efter indgivelse af
en dosis pi 5 000 mg/kg legemsvagt. (fem dyr af hvert ken pr. gruppe).

1.6.2.5. Observationsperiode

Observationsperioden skal vare mindst 14 dage. Observationsperiodens varighed ber dog ikke
fastszttes rigoristisk. Den ber bestemmes udfra toksiske reaktioner, hvornir disse indtreder, og af
restitutionsperiodens lengde; den ber udvides, sifremt det anses for nedvendigt. Tidspunktet for,
hvornér symptomer p3 toksicitet erkendes og forsvinder, samt dedstidspunktet er vigtigt, navnlig hvis
der er tendens til, at der indtrzffer sene dedsfald.

1.6.3. Fremgangsmadde

Dyrene fastes inden teststoffet indgives. Rotter m4 ikke f4 foder natten for teststoffet indgives; for dyvr
med hurtigere stofskifte vil en kortere fasteperiode vzre hensigtsmzssig, der skal vare fri adgang il
drikkevand. Den felgende dag vejes dyrene, og teststoffet indgives gruppevis i en enkelt dosis med
mavesonde. Hvis det ikke er muligt at give hele dosis p een gang, kan den gives fraktioneret over en
periode, der ikke m4 overstige 24 timer. Nir teststoffet er indgivet, kan man undlade at give dyrene
foder i yderligere tre til fire timer. Hvis en dosis indgives fraktioneret over en periode, kan det vare
nodvendigt at give dyrene foder og vand afhangig af, hvor lang en periode der er tale om. Efter
indgivelse af teststoffet foretages der systematisk observation, som registreres for hvert enkelt dyr.
Observationerne skal foretages hyppigt i lobet af den forste dag. ’

Der skal foretages en grundig klinisk undersegelse mindst een gang hver arbejdsdag. Herudover ber
dyrene dagligt observeres med henblik pa, at det mindst mulige antal dyr gir tabt for undersegelsen,
dvs. dyr, der findes dede obduceres eller nedfryses, og svage eller deende dyr isoleres eller aflives.
Inspektion af dyrene skal omfatte forandringer i hud og pels, ojne og slimhinder, derudover indedrzt
og kredslob, det autonome og centrale nervesystem, den motoriske aktivitet og adfxrdsmensteret. Der

" bor navnlig foretages en omhyggelig observation for forekomst af rystelser, kramper, spytflid, diarré,
apati, sevn og bevidstleshed. Dodstidspunktet noteres med sterst mulig nojagtighed.

De dyr, der dor under forseget, og de dyr, der overlever til slutningen af forseget, obduceres. Alle
makroskopisk patologiske forandringer registreres. P4 indikation udtages der vavsprever til histopato-
logisk undersegelse.

2. DATA

Data opstilles i tabelform, som for hver gruppe viser: antal dyr ved begyndelsen af forseget,
dedstidspunkt for de enkelte dyr, antal dyr, der udviser andre tegn pa toksicitet, beskrivelse af toksiske
virkninger og obduktionsresultater. Forsegsdyrenes individuelle vagt bestemmes og registreres kort for
teststoffet gives, derefter ugentligt og endeligt p4 dedstidspunktet. Endringer i vaegt skal beregnes og
registreres, ndr et dyr lever mere end een dag efter indgivelsen af teststoffer. LD, bestemmes efter en
anerkendt metode. Evaluering af data ber omfatte sammenhzng mellem dyrenes eksposition for
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teststoffet og hyppighed og grad af alle forandringer, herunder adferdsmassige og kliniske symptomer,
makroskopisk patologiske forandringer, zndringer i legemsvagt, dedelighed og eventuelle andre
toksiske virkninger.

3. RAPPORTERING
3.1. Forsagsrapport

Forsegsrapporten skal i videst mulig omfang indeholde folgende informationer:

— dyreart/stamme, herkomst, miljebetingelser, foder osv.;

— forsogsbetingelser;

— dosisniveauer (med angivelse af typen af vehikel, hvor et sidant er anvendt samt koncentration);

— tabelopstilling over reaktioner efter ken og dosis (dvs. antal doserede dyr, antal dede dyr under
forsoget, antal dyr der har vist tegn pa toksicitet);

— dedstidspunktet efter doseringen;

— kliniske observationer;

— LDy, for hvert ken bestemt efter 14. dag (med angivelse af beregningsmetode);
— 95 % konfidensinterval for LDg;

— dosis/dedsfaldskurve og hzldning (hvor beregningsmetoden muligger det);

— obduktionsfund;

— eventuelle histopatologiske fund;

— diskussion af resultaterne;

— fortolkning af resultaterne.
3.2, Vurdering og fortolkning

Se den generelle indledning til afsnit B (punkt C).

4. LITTERATURHENVISNINGER

Se den generelle indledning til afsnit B (punkt D).
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B. 2. AKUT TOKSICITET, INHALATION

1. METODE

1.1. Indledning

Se den generelle indledning til afsnit B (punkt A),

1.2, Definitioner

Se den generelle indledning til afsnit B (punkt B).

1.3. Referencestoffer
Ingen.
1.4. Princip for testmetoden

" Flere grupper forsegsdyr udszttes i en defineret periode for teststoffet i graduerede koncentrationer, idet
der anvendes en bestemt koncentration til hver enkelt gruppe. Der foretages observationer af
virkningerne, herunder ded. Dyr, der der under forseget obduceres. Ved slutningen af forseget aflives
og obduceres overlevende dyr.

1.5. Kvalitets kriterier

Ingen.
1.6. Beskrivelse af testmetoden
1.6.1. Forberedelser

Dyrene holdes under forsegsbetingelser mht. milje og fodring i mindst fem dage, for forseget indledes.
Unge, sunde, kensmodne rotter skal fordeles randomiseret i det nedvendige antal grupper. De behaver
ikke udszttes for simuleret eksposition, medmindre dette indiceres af den type ekspositionsudstyr, der
anvendes. Om nedvendigt kan der tilszttes et egnet vehikel til teststoffet, saledes at der opnis en
passende koncentration af teststoffet i luften. I s4 tilflde skal der i forseger indg3 en kontrolgruppe, der
udsztres for vehiklet. Hvis der anvendes et vehikel eller andre tilsztningsstoffer for at lette doseringen,
skal det vare pavist, at de ikke har nogen toksisk virkning. Her kan tidligere opsamlede data

benyttes.
1.6.2. Testbetingelser
1.6.2.1. Forsegsdyr

Rotter er den foretrukne dyreart, medmindre der foreligger kontraindikationer. Der benyttes rotter af
almindeligt anvendte rottestammer. For sivel han- som hunrotter gelder det, at variationen i
forsogsdyrenes vagt ikke m4 overskride mere end + 20 % fra en rimelig gennemsnitsvagt.



1.6.2.2. . Antal og ken

Der anvendes mindst ti gnavere (fem hunner og fem hanner) til hvert koncentrationsniveau af stoffet.
Hunnerne m4i ikke have fedt og m ikke vere dragtige.

1.6.2.3. Ekspositionskoncentrationer

Der ‘skal vare tilstrekkelig mange koncentrationsniveauer og mindst tre. De skal ligge si langt fra
hinanden, at der opnis testgrupper med en s3 stor variation i den toksiske virkning og i dedelighed, at
der kan tegnes en koncentrations-dedsfaldskurve og foretages en acceptabel bestemmelse af LCgsg.

1.6.2.4. Graznsetest

Huis en eksposition af fem han- og fem hundyr p4 20 mg/| af en luftart eller 5 mg/1 af en aerosol eller et
fint fordelt stof i fire timer, eller — hvis dette ikke kan lade sig gore som felge af fysiske eller kemiske
egenskaber (herunder eksplosive) ved teststoffet — den hejeste opnielige koncentration ikke har
teststofrelateret dodelig virkning inden for 14 dage, kan yderligere forseg betragtes som overfladige.

1.6.2.5. Ekspositionstid

Den korteste ekspotionsperiode er fire timer.

1.6.2.6. Udstyr

Dyrene testes med inhalationsudstyr, der er udformet siledes, at der kan opretholdes en dynamisk
luftcirkulation pa mindst 12 luftskift pr. time, samtidig med at der sikres et adzkvat iltindhold og en
jevnt fordelt ekspositionsluft. Benyttes et ekspositionskammer, bor det vare siledes indrettet, at der
undgis sammenklumpning af forsegsdyrene og sikres en si stor eksponering for teststoffet ved
inhalation som muligt. Den generelle regel er, at for at sikre en stabil atmosfxre, m3 dyrenes totale
»volumen« ikke overstige 5 % af ekspositionskammerets volumen. Ekspositionen kan foregd gennem
mund-nzse, hovedet alene eller ved kamre til hele kroppen; ved anvendelse af de to ferste muligheder
opnir man, at indtagelsen af testtoffet ad andre veje reduceres.

1.6.2.7. Observationsperiode

Observationsperioden skal vare mindst 14 dage. Observationsperiodens varighed ber dog ikke
fastszttes rigoristisk. Den ber bestemmes udfra toksiske reaktioner, hvornir disse indtrzder og af
restitutionsperiodens lengde; den ber udvides, sifremt det anses for nedvendigt. Tidspunktet for,
hvornir symptomer pA toksicitet erkendes og forsvinder, samt dedstidspunktet er vigtige, navnlig hvis
der er tendens til, at der indtrzffer sene dedsfald.

1.6.3. Fremgangsmdde

Kort for ekspositionen vejes dyrene, hvorefter de udsettes for testkoncentrationen i det pigzldende
ekspositionsudstyr i mindst fire timer, efter at koncentrationen i kammeret er zkvilibreret. Ekvilibre-
ringsperioden ber vare af kort varighed. Temperaturen under forseget ber holdes pd 22°C + 3°C.
Under ideelle forhold skal den relative lufttugtighed holdes p2 mellem 30 % og 70 %, men i visse
tilfzlde (f.eks. ved testning af aerosoler) kan det vare praktisk uigennemferligt. Der gives hverken foder
eller vand under ekspositionen. Der anvendes et dynamisk inhalationssystem med et passende analytisk
kontrolsystem til sikring af ekspositionskoncentrationen. Det anbefales at foretage en prevetest for at
finde frem til passende ekspositionskoncentrationer,

Systeme ber vare af en sidan kvalitet, at der si hurtigt som muligt opnis stabile ekspositionsbetin-
gelser. Lufthastigheden skal tilpasses, siledes at der er ensartede forhold i hele ekspositionskammeret.
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3.1.

Malinger eller kontrol skal foretages af:
a) Lufthastighed (kontinuerligt)

b) Den faktiske koncentration af teststoffet male i opholdsarealet. Koncentrationen m# under eksposi-
tionsperioden ikke variere mere end + 15 % fra den gennemsnitlige' koncentration. Det kan dog
vare umuligt at opnd en sidan grad af kontrol med fint fordelt stof og aerosoler, i si tilfzlde kan
sterre udsving accepteres. For partikler og aerosoler skal der foretages analyser si ofte, som det er
nedvendigt, og mindst én gang, for at fastsld om partikelsterrelsen er jevnt fordelt.

c) Temperatur og luftfugtighed.

d) Under og efter eksposition foretages der systematisk observationer, som registreres for hvert enkelt
dyr. Observationerne skal foretages hyppigt i Iobet af den forste dag. Der skal foretages en grundig
klinisk undersegelse mindst een gang hver arbejdsdag. Herudover ber dyrene dagligt observeres med
henblik p4, at det mindst mulige antal dyr gdr tabt for undersogelsen, dvs. dyr der findes dede
obduceres eller nedfryses, og svage eller deende dyr isoleres eller aflives. Inspektion af dyrene skal
omfatte forandringer i hud og pels, ojne og slimhinde, derudover indedrat og kredsleb, det
autonome og centrale nervesystem, den motoriske aktivitet og adfzrdsmenstret. Der ber navnlig
foretages en omhyggelig observation af respiration, rystelser, kramper, spytfldd, diarre, apati, sevn
og bevidstiashed. Dedstidspunktet noteres med sterst mulig nejagrighed. Forsegsdyrenes vagt
bestemmes ugentlig og pi dedstidspunktet.

De dyr, der der under forseget, og de, der overlever til forsegets sluming, obduceres med szrlig
opmerksomhed rettet mod eventuelle zndringer i ovre og nedre del af luftvejene. Alle makro-
skopiske patologiske forandringer registreres. P4 indikation udtages der vavsprever til histopatolo-
gisk undersagelse.

DATA

Data opstilles i tabelform, som for hver gruppe viser: antal dyr ved begyndelsen af forseget,
dedstidspunkt for de enkelte dyr, antal dyr, der udviser andre tegn pi toksicitet, beskrivelse af toksiske
virkninger og obduktionsresultater. Endringer i vzgt skal beregnes og registreres, nir et dyr lever ud
over forste dag. LCs, bestemmes efter en anerkendt metode. Evaluering af data ber omfatte
sammenhang, hvis et sddant findes, mellem dyrenes eksposition for teststof og hyppighed og grad af alle
forandringer, herunder adfzrdsmassige og kliniske symptomer, makroskopisk patologiske forandrin-
ger, endringer i legemsvagt, dadelighed og eventuelle andre toksiske virkninger.

RAPPORTERING

Forsegsrapport

Forsegsrapporten skal i videst muligt omfang indeholde folgende informaﬁonen
— dyreart/stamme, herkomst, miljabetingelser, foder osv.;
— Forsegsbetingelser:

Beskrivelse af ekspositionsudstyret; herunder udformning, type, dimensionering, luftkilde, system til
frembringelse af partikler og aerosoler, metode til konditionering af luften og den mide hvorpi
dyrene holdes i et ekspositionskammer, nir et sidant benyttes.

Apparatur til maling af temperatur, fugtighed og partikulzre aerosolers koncentration skal
beskrives.

Ekspositionsdata:

Disse skal opstilles i tabelform og angive middelvardi og variation {standardafvigelse) og ber i videst
mulig omfang omfatte:

a) lufthastigheden gennem inhalationsudstyret;

b) luftens temperatur og fugtighed;
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c) nominelle koncentrationer (total mangde teststof tilfert inhalationsudstyret, divideret med
luftvolumen);

d) type vehikel hvor et sidant er anvendt;

e) faktiske koncentrationer i opholdsarealet under forseget;
f) middelvardi af patikelsterrelse;

g) ekvilibreringspeirode;

h) ekspositionsperiode;

— tabelopstilling af data over virkninger efter ken og ekspostitionsniveau (dvs. antal dyr eksponeret,
antal dyr dede under forseget, antal dyr, der har vist tegn pa toksicitet);

— dedstidspunktet under eller efter eksposition;
— kliniske observationer af dyrene;

— LCs, for hvert ken bestemt ved afslutningen af observationsperioden (med angivelse af beregnings-
metode);

— dosis-dedsfaldskurve og hzldning (hvor beregningsmetoden muligger det);
— obduktionsfund; l

— eventuelle histopatologiske fund;

— diskussion af resultaterne;

— fortolkning af resultaterne;

3.2, " Vurdering og fortolkning

Se den generelle indledning til afsnit B (punkt C).

4. LITTERATURHENVISNINGER

Se den generelle indledning til afsnit B (punkt D).
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B. 3. AKUT TOKSICITET, OPTAGELSE GENNEM HUDEN

1. METODE

1.1. Indledning

Se den generelle indledning til afsnit B (punkt A).

1.2, Definitioner

Se den generelle indledning til afsnit B (punkt B).

1.3. Referencestoffer
Ingen.
1.4. Princip for testmetoden

Teststoffet paferes huden pi flere grupper af forsegsdyr i graduerede doser, idet der gives en bestemt
dosis til hver enkelt gruppe. Der foretages observationer af virkningerne, herunder ded. Dyr, som der
under forseget obduceres. Ved slutningen af forseget aflives og obduceres overlevende dyr.

1.5. Kvalitets kriterier

Ingen.
1.6. Beskrivelse af testmetoden
1.6.1. Forberedelser

Dyrene holdes under forsagsbetingelser mht. milje og fodring i mindst fem dage, fer forseget indledes.
Unge, sunde, kensmodne dyr fordeles randomiseret i forsegsgrupper. Ca. 24 tmer for forseger
begyndes, fjernes pelsen p4 ryggen af forsegsdyrene ved klipning eller barbering. Under denne procedure
méi man passe pi ikke at beskadige huden, da det kan =ndre dens permeabiliter. Mindst 10 % af
kroppens overflade skal gores klar til piforing af teststoffet. Ved testning af faste stoffer, som — hvis
det er hensigtsmzssigt — kan pulveriseres, skal teststoffet fugtes tilstreekkeligt med vand eller om
nedvendigt med et passende vehikel for at sikre god kontakt med huden. Hvis der anvendes et vehikel,
ber man tage hensyn til, om vehiklet har indflydelse pA hudens permeabilitet for teststoffet. Flydende
teststoffer piferes normalt ufortyndet.

1.6.2. Forsagsbetingelser

1.6.2.1. Forsogsdyr

Der kan anvendes voksne rotter eller kaniner. Der kan anvendes andre dyrearter, men i s fald skal dette
vare begrundet. Der benyttes dyr af almindeligt anvendte stammer. For begge ken af forsegsdyr gxlder
det, at variationen i deres vegt ikke m3 overskride + 20 % af en rimelig gennemsnitsvagt.
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1.6.2.2. Antal og ken

Der anvendes mindst ti dyr (fem hunner og fem hanner) med sund, intakt hud til hvert dosisniveau.
Hunnerne m4 ikke have fodt og ma ikke vare dragtige. Det kan i nogle tilfzlde begrundes at vzlge et
mindre antal forsagsdyr, navnlig nir der er tale om kaniner.

1.6.2.3. Dosisniveauer

Til forseget anvendes et tilstrekkeligt antal dosisniveauer, mindst tre. De skal ligge si langt fra
hinanden, at der opnis testgrupper med variation i den toksiske virkning og i dadelighed. Der ber ved
doseringen tages hensyn til en eventuel hudirriterende eller ztsende virkning. Der skal vare tilstrazkke-
ligt med data til, at der kan tegnes en dosis-virkningskurve, og til, hvor det er muligt, at foretage en
acceptabel bestemmelse af LDy,

1.6.2.4. Graznsetest

Hovis en dosis p4 2 000 mg/kg legemsvagt eller mere, som piferes intakt hud p4 mindst fem dyr pr. ken
som led i en forelabig test, ikke medferer teststofrelaterede dedsfald inden for 14 dage, kan yderligere
forseg med andre doser betragtes som unedvendige.

1.6.2.5. Observationsperiode

Observationsperioden skal vare mindst 14 dage. Observationsperiodens varighed ber dog ikke
fastsatres rigoristisk. Den ber bestemmes udfra toksiske reaktioner, hvornir disse indirader og af
restitutionsperiodens lengde; den ber udvides, sifremt det anses for nedvendigt. Tidspunktet for
hvornir symptomer p3 toksicitet erkendes og forsvinder samt dedstidspunktet er vigtige, navnlig hvis
der er tendens til, at der indtraffer sene dedsfald.

1.6.3. Fremgangsmdde

Dyrene skal holdes i hver sit bur. Teststoffet skal piferes javnt over et omride, som svarer til ca. 10 %
af den samlede kropsoverflade. Med stzrkt toksiske stoffer kan der anvendes et mindre omrade, men
stoffet ber piferes sA tyndt og ensartet og over si stor en del af omridet som muligt.

Teststoffet skal holdes i kontakt med huden ved hjzlp af en poras gazeforbinding og en ikke-hudirrite-
rende klabestrimmel i en ekspositionsperiode pa 24 timer. Teststedet skal desuden dzkkes p4 en sidan
made, at gazeforbindingen og teststoffet holdes sikkert pa plads, si det sikres, at dyrene ikke indtager
teststoffet. Der kan anvendes andre foranstaltninger, som forhindrer indtagelse af teststoffet. Fuldstan-
dig immobolisering kan ikke anbefales.

Ved ekspositionsperiodens slutning fjernes eventuele tilbagesiddende teststof, idet der f.eks. anvendes
vand eller en anden egnet metode til at rense huden.

Der foretages systematisk observationer, som registreres for hvert enkelt dyr. Dyrene observeres hyppigt
i lobet af den ferste dag. Der skal foretages en grundig klinisk undersegelse mindst een gang hver
arbejdsdag. Herudover bar dyrene daglig observeres med henblik pi, at det mindst mulige antal dyr gir
tabt for undersagelsen, dvs. dyr der findes dede obduceres eller nedfryses, og svage eller deende dyr
isoleres eller aflives. Inspektionen af dyrene skal omfatte forandringer i pels, behandelt hud, sjne og
slimhinder, derudover indedrat og kredsiab, det autonome og centrale nervesystem, den motoriske
aktivitet samt adfzrdsmensterer. Der ber foretages omhyggelig observation af rystelser, kramper,
spytflad, diarré, apati, sevn og bevidstleshed. Dedstidspunktet skal noteres si pracist som muligt. De
dyr, der der under forseget, og de, der overlever til forsegets slutning, aflives og obduceres. Alle
makroskopiske patologiske forandringer registreres. P4 indikation udtages der vavsprever til histopato--
logisk undersegelse.
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DATA

Data opstilles i tabelform, som for hver gruppe viser antal dyr ved begyndelsen af forseget,
dedstidspunkt for de enkelte dyr, antal dyr, der udviser andre tegn p# toksicitet, beskrivelse af toksiske
virkninger og obduktionsresultater. Dyrenes individuelle vagt registreres kort for teststoffet pifores
derefter hver uge og endelig pA dedstidspunktet; zndringer i vagt skal beregnes og registreres, hvis
dyrene lever mere end en dag efter piferingen af teststoffet LDg, bestemmes efter en anerkendt
metode.

Evaluering af data ber omfatte sammenhang, hvis et sidant findes, mellem dyrenes eksposition for
teststof og hyppighed og grad af alle forandringer herunder adferdsmassige og kliniske symptomer,
makroskopisk patologiske forandringer, @ndringer i legemsvagt, dedelighed og eventuelle andre
toksiske virkninger.

3. RAPPORTERING

3.1. Forsegsrapport

Forsegsrapporten skal i videst muligt omfang indeholde falgende informationer:

— dyreart/stamme, herkomst, miljebetingelser, foder osv.;

— forsegsbetingelser (herunder arten af hudrensningsmetoden);

— -dosisniveauer (med angivelse af typen af vehikel, hvor et sidant er anvendt-samt koncentration);

~ tabelopstilling over virkninger efter ken og dosisniveau (dvs. antal doserede dyr, antal dyr dade
under forseget, antal dyr, der har vist tegn pa toksicitet);

— dedstidspunktet efter doseringen;

— kliniske observationer af dyrene;

— LDj, bestemt den 14. dag for hvert kon med angivelse af beregningsmetoden;
— 95 % konfidensinterval for LDs, (hvor dette kan angives);

— dosis-dedsfaldskurve og hzldning, hvor beregningsmetoden muligger det;

— obduktionsfund;

— eventuelle histopatologiske fund;

— diskussion af resultaterne;

— fortolkning af resultaterne.
3.2. Vurdering og fortolkning

Se den generelle indledning til afsnit B (punke C).

4. LITTERATURHENVISNINGER

Se den generelle indledning til afsnit B (punkt D).
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B. 4. AKUT TOKSICITET, HUDIRRITATION

1. METODE

1.1. Indledning

Se den generelle indledning til afsnit B (punkt A).

1.2. Definitioner

Se den generelle indledning til afsnit B (punkt B).

1.3. Referencestoffer
Ingen.
1.4. Princip for testmetoden

Teststoffet pifores huden i en enkelt dosis p4 en rekke forsagsdyr, der hver iszr fungerer som sin egen
kontrol. Efter et fastlagt tidsrum vurderes og noteres graden af irritation. Effekten beskrives detaljeret
med henblik p4 en fuldstzndig vurdering af virkningerne. Observationerne ber strzkke sig over et si
langt tidsrum, at de fuldt ud giver mulighed for at vurdere en eventuel tilbagevenden til normal

tilstand.
1.5. Kvalitets kriterier

Ingen.
1.6. Beskrivelse af testmetoden
1.6.1. Forberedelser

Ca. 24 timer for forseget begyndes, fjernes pelsen pi ryggen af forsegsdyrene ved klipning eller
barbering. Under denne procedure ma man passe p4 ikke at beskadige huden. Der ber kun benyttes dyr
med sund og intakt hud. :

Ved testning af faste stoffer som — hvis det er hensigtsmassigt — kan pulveriseres, skal teststoffet
fugtes tilstreekkeligt med vand eller om nedvendigt med et passende vehikel, for at sikre god kontakt
med huden. Hvis der anvendes et vehikel, bar man tage hensyn til, om vehiklet har indflydelse pa
teststoffets hudirriterende virkning. Flydende teststoffer piferes normalt ufortyndet.

Det er ikke nadvendigt at undersege teststoffer, som er stzrkt sure eller alkaliske for akut hudirriterende

virkning, da deres #tsende virkning er forudseelig. Det er ogs3 unedvendigt at teste stoffer, der har vist
en hej grad af toksicitet ved optagelse gennem huden.

1.6.2. Forsegsbetingelser

1.6.2.1. Forsegsdyr

Det fortrukne forsegsdyr er albino kaninen, selv om mange andre pattedyrarter ogsi kan anvendes.
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1.6.2.2. Antal dyr

Der anvendes mindst tre sunde kensmodne dyr. Det kan vare nadvendigt at anvende flere dyr, for at
afklare usikre responser.

1.6.2.3. Dosisniveauer

Medmindre der foreligger kontraindikaticner pifores testarealet 0,5 ml flydende eiler 0,5 g fast eller
halvflydende teststof. Det er ikke nedvendigt at anvende ubehandlede dyr som kontrolgruppe.
Tilstedende, ubehandelede hudomrader p4 hvert enkelt dyr fungerer som kontrol.

1.6.2.4. Observationsperiode

Observationsperiodens varighed ber ikke fastszttes rigoristisk. Den skal vare tilstrekkelig lang til fuldt
ud at give mulighed for at vurdere den observerede virkning og en eventue! tilbagevenden til en normal
tilstand, men behover i almindelighed ikke at overskride 14 dage efter piferingen.

1.6.3. Fremgangsmdde

Dyrene skal holdes i hvert sit bur. Teststoffet paferes et lille hudomride (ca. 6 cm?) og daekkes med et
stykke gaze, som holdes pi plads med en ikke-hudirriterende kleebestrimmel. Hvis der anvendes
flydende eller pastaagtige teststoffer, kan det vare nedvendigt at pifere gazestoffet teststoffet, og
derefter placere gazestykket p& huden. I ekspositionsperioden ber gazestykket holdes i los kontakt med
huden ved hjlp af en passende semi-okklusiv forbinding. Der kan imidlertid vare tilfzlde, hvor en
okklusiv forbinding er pdkrzvet. Man skal sikre sig. at dyrene ikke kan komme til at lesne gazestykket
og derved indtage/inhalere teststoffet.

Ekspositionperioden er fire timer. Hvis det forventes, at teststoffet vil give en alvorlig hudreaktion
(lztsning) ma ekspositionsperioden forkortes (eks. til en time eller tre minutter).

Hvis der anvendes en ekspositionsperiode, som er mindre end fire timer, og en alvorlig hudreaktion i
agttages, behover man ikke gentage forseget med en fire timers ekspositionsperiode. Der kan under visse
omstzndigheder vere indikation for lzngere ekspositionsperioder, f.eks. nir den humane anvendelse
berettiger det. Ved ekspositionsperiodens slutning fjernes tilbagesiddende teststof, s& vidt muligt ved
hjzlp af vand eller et egnet oplesningsmiddel, idet man skal undg at pavirke det fremkomne respons
eller beskadige epidermis.

1.6.3.1. Observation og klassificering

Dyrene observeres for erytem og edem, og respons noteres efter 30—60 minutter og derpd 24, 48 og
72 timer efter, at forbindingen er fjernet. Hudirritation klassificeres i overensstemmelse med tabellen.
Det kan vzre nedvendigt at foretage yderligere observationer for at undersege eventuel opheling il
normal tilstand. I forbindelse med observering for hudirritation ber der gives en fuld beskrivelse af
eventuelle alvorlige lzsioner f.eks. ztsninger {irreversibel destruktion af hudvav) eller andre toksiske
virkninger.

2. DATA

Data opstilles i tabelform, som for hvert enkelt dyr angiver klassificering af erytem og edem i hele
observationsperioden. Man skal beskrive alle alvorlige lasioner, graden og arten af irritation, opheling
eller ztsning og eventuelle andre observerede toksiske effekter.
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3. RAPPORTERING

3.1. Forsegsrapport

Forsogsrapporten skal i videst muligt omfang indeholde falgende informationer:
— dyreart/stamme, herkomst, miljebetingelser, foder osv.;

— forsegsbetingelser (herunder kemikaliets relevante fysisk-kemiske egenskaber og den anvendte
teknik ved forberedelse og rensning af hud);

— tabelopstilling over hvert enkelt dyrs irritationsrespons i hver enkel observationsperiode (f.eks. 1,
24, 48, 72 osv. timer efter fjernelse af forbindingen);

— beskrivelse af alle alvorlige izsioner, inklusiv ztsning;

— beskrivelse af arten og graden af den observerede irritation og eventuelle histopatologiske fund;
— beskrivelse af eventuelle toksiske virkninger udover hudirritation;

— diskussion af resultaterne;

— fortolkning af resultaterne.

3.2. " Vurdering og fortolkning

Se den generelle indledning til afsnit B (punkt C).

4. LITTERATURHENVISNINGER

Se den generelle indledning til afsnit B (punkt D).

TABEL

KLASSIFICERING AF HUDENS REAKTION

Erytem og skorpedannelse

Vardi
Intet erytem 0
Let erytem (knapt diagnosticerbart) 1
Veldefineret erytem 2
Moderat til svert erytem 3
Svart erytem (redbedefarvet) til let skorpedannelse (dyberegiende beskadigelse) 4

Gdemer

Intet edem 0
Let edem (knapt diagnosticerbart) 1
Odem (veldefineret omride afgranset at konstaterbar hzvelse) 2
Moderat edem (afgranset af ca. 1 mm havelse) 3
Svaert edem (mere end 1 mm havelse og udstrakning ud over ekspositionsomradet) 4
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B. 5. AKUT TOKSICITET, @JENIRRITATION

1. METODER

1.1. Indledning

Se den generelle indledning til afsnit B (punkt A).

1.2. Definitioner

Se den generelle indledning til afsnit B (punkt B).

1.3 Referencestoffer
Ingen.
1.4. Princip for testmetoden

Et antal forsegsdyr piferes det ene oje hele teststofdosis. Det ubehandlede sje benyttes som kontrol.
Graden af irritation vurderes og klassificeres med bestemte intervaller. Der udarbejdes en udferlig
beskrivelse med henblik p3 en fuldstendig vurdering af virkningerne. Observationerne ber straekke sig
over s langt et tidsrum, at de fuldt ud giver mulighed for at vurdere regeneration eller persistens af

virkningerne.
1.5. Kvalitets kriterier

Ingen.
1.6. Beskrivelse af testmetoden
1.6.1. Forberedelser

Inden for de sidste 24 timer, for forseget begyndes, undersages ojnene pi de dyr, der forelebigt er
udtaget til forseget. Dyr, som lider af ojenirritation, ejendefekter eller som tidligere har haft
hornhindebeskadigelser anvendes ikke.

Staerke alkaliske eller staerkt sure teststoffer og stoffer, som i en hudirritationstest eller i andre tests har
vist sig at vare udpraget xtsende, er det ikke nedvendigt at teste for ejenirritation.

1.6.2. Forsegsbetingelser

1.6.2.1. Forsegsdyr

Det anbefales at anvende sunde, kensmodne albinokaniner, selv om mange andre forsegsdyr har vaeret
anvendt.
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1.6.2.2. Antal dyr
Der anvendes mindst tre dyr. Det kan vzre nedvendigt at anvende flere dyr, for at afklare usikre
responser.

1.6.2.3. Dosisniveauer

Ved undersogelse af flydende stoffer anvendes 0,1 ml. Ved undersegelse af faste stoffer, pastaer og
fintfordelte faste stoffer, anvendes et volumen p4 0,1 m! eller en mangde pi ca. 0,1 g (vegten registreres
under alle omstzndigheder). Faste og granulerede teststoffer knuses til fine stovpartikler. Partiklernes
volumen maéles efter let sammenpresning f. eks. frembragt ved sma slag pA malebeholderen.

1.6.2.4. Observationsperiode

Observationsperiodens varighed ber ikke fastszttes rigoristisk. Den ber vare tilstrzkkelig lang til at
give mulighed for at vurdere, om observerede virkninger forsvinder eller persisterer, men behever
normalt ikke overskride 21 dage efter instillation.

1.6.3. Fremgangsmdde

Dyrene skal holdes i hvert sit bur. Teststoffet instilleres hos hvert enkelt dyr i det ene jes nederste
ojenldg, ved forsigtigt at trazkke det lidt ud fra ajexblet. Derefter holdes sjenligene sammen i ca. et sek.
for at forhindre, at noget af stoffet leber ud. Det ubehandlede oje fungerer som kontrol.

124 timer efter instillation af teststoffet ma der ikke foretages skylning af forsegsdyrenes ejne. Efter 24
timers forleb kan der, hvis det skennes rimeligt, foretages skylning.

Nir et stof i denne test har vist sig at fordrsage ojenirritation, kan det undersoges, om ejenudskylning
kan reducere irritationen eller andre skadevirkninger. I s4 tilfzlde anbefales det at anvende seks kaniner.
Tre kaniner fir foretaget en ojenskylning fire sek. efter instillation af teststoffet, og de evrige tre kaniner
far foretaget skylning efter 30 sek. Skylningen varer for begge gruppers vedkommende fem minutter og
foregar med et vaskevolumen og vasketryk, som ikke beskadiger sjet.

1.6.3.1. Observation og klassificering

Ojnene undersoges efter 1, 24, 48 og 72 timers forleb. Hvis der ikke er tegn pa irritation efter 73 timer,
kan undersoegelsen afsluttes.

Sifremt der forekommer vedvarende beskadigelse af hornhinden eller anden ejenirritation, kan det vare
nadvendigt at udvide observationerne for at kunne bestemme udviklingen af lesionerne, om de
forsvinder eller persisterer. Samtidig med observation af hornhinde, iris og bindehinder registreres og
rapporteres eventuelle andre lasioner. Qjets reaktionsgrad (tabellen) skal registreres ved hver enkelt
undersegelse. (Inddeling af ejets responser i grader kan geres til genstand for forskellige fortolkninger.
Til hjelp for forsegslaboratorier og personale, der foretager og fortolker observationer, kan en
illustreret vejledning om gjenirritationer anvendes.)

Undersogelse af ojenreaktionerne kan lettes ved anvendelse af binokulzr lup, hindspaltelampe,
binokulert-mikroskop eller andre egnede instrumenter. Efter de forste 24 timers observationer kan en
eller flere kaniners sjne underseges yderligere ved hjzlp af fluorescein.
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3.1.

3.2

DATA

Data opstilles i tabelform, som for hvert enkelt dyr angiver kiassificering af ojenirritation pa et givet
observationstidspunkt. En beskrivelse af arten og graden af irritation og tilstedevearelse af alvorlige
lsioner og enhver observeret virkning ud over virkningen pd selve gjet skal indgi i rapporten.

RAPPORTERING

Forsegsrapport

Forsegsrapporten skal i videst muligt omfang indeholde felgende informationer:

dyreart/stamme, herkomst, miljebetingelser, foder osv.;
forsegsbetingelser (herunder teststoffets relevante fysisk-kemiske egenskaber);

tabelopstilling over irritations/ ztsningsrespons hos hvert enkelt dyr pa hvert enkelt observations-
tidspunkt f. eks. 1, 24, 48 og 72 timer);

beskrivelse af alle alvorlige lasioner;

beskrivelse af arten og graden af observeret irritation og ®tsning, herunder regeneration til normal
tilstand;

beskrivelse af den anvendte metode til klassificering af irritation efter 1, 24, 48 og 72 timers forleb
(f. eks. handspaltelampe, binokulart mikroskop, fluorescein);

beskrivelse af eventuelle registrerede lokale virkninger uden for selve gjet;
diskussion- af resultaterne;

fortolkning af resultaterne.

Vurdering og fortolkning

Se den generelle indledning til afsnit B (punkt C).

LITTERATURHENVISNINGER

Se den generelle indledning til afsnit B (punkt D).
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TABEL

KLASSIFICERING AF GJENLAESIONER

Hornhinden (Corena)

Opacitet: graden af uklarbed (vurdering baseres pi det omrdde, der udviser en storste
uklarhed).
Ingen sirdannelse eller opacitet 0

Spredte eller diffuse omrdder med opacitet (ud over let tige i stedet for normal glans), iris klart
og detaljeret synlig ‘

Umiddelbart skelneligt gennemskinneligt omrade, let slering af detaljerne i iris
Omrade med ardannelse, detaljerne i iris ikke synlige, pupilsterrelsen knapt synlig

H W -

Fuldstzndig opacitet, iris ikke synlig gennem opacitet

Iris

Normal 0

Markant dybere rugae, kongestion, opsvulmning, moderat hypermami omkring hornhinden
eller injicerede conjunctiva eller flere af disse symptomer, iris stadig lysfelsom (trg reaktion er
positiv) 1

Ingen lysfolsomhed, hzmorragi, makroskopisk synlig beskadigelse (et eller flere af disse
symptomer) 2

Bindehinder (conjunctiva)

Redme (af ejenldgets og ejenablets bindehinder, hornbinden og iris).

Normale blodkar

Nogle blodkar tydeligt hyperzmiske (injicerede)

Spredt hojred farvning, de enkelte kar ikke klart skelnelige
Spredt morkered farvning

W N o= O

Chemosis: ajenldg og/eller blinkhinde

Ingen opsvulmning

Unormal opsvulmning (omfattende blinkhinden)

Tydelig opsvulmning med partiel udkrazngning af ejenligene
Opsvulmning med halvt lukkede gjenlag

T

Opsvulmning med sjenligene mere end halvt lukkede
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B. 6. AKUT TOKSICITET, HUDSENSIBILISERING

1. METODE

1.1. Indledning

Se den generelle indledning til afsnit B (punkt A).

1.2. Definitioner

Se den generelle indledning til afsnit B (punkt B).

1.3. Referencestoffer
Ingen.
1.4 Princip for testmetoden/Guinea Pig Maximisation Test

Efter den forste eksposition for teststoffet {»induktionsperioden«) udszttes dyrene to uger efter den
sidste eksposition for en provokationsmangde af teststoffer med henblik pd at konstatere, om der er
opstiet hypersensibilitet. Sensibilisering konstateres ved at undersege hudens reaktion ved provokation
med teststoffet.

1.5. Kvalitets kriterier

Ingen
1.6. Beskrivelse af testmetoden
1.6.1, Forberedelser

Unge, sunde dyr (under et ir gamle) fordeles randomiseret i forsegs- og kontrolgrupper. Fer forseget
begyndes fiernes pelsen pd skuldrene af forsegsdyrene ved klipning eller barbering. Man m3 passe p
ikke at beskadige huden.

1.6.2. Forsegsbetingelser

1.6.2.1. Forsegsdyr

Som forsegsdyr anvendes albinomarsvin,

1.6.2.2. Antal og ken

Der anvendes han- og/eller hundyr. Sifremt der benyttes hundyr, ma de ikke have fedt, og de ma ikke
vare dregtige. Der benyttes tyve dyr i forsegsgruppen og mindst ti i kontrolgruppen. Anvendes der
feerre dyr, skal det begrundes.
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1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.3.

1.6.3.1.

1.6.3.2.

9. 84

Dosisniveauer

Koncentrationen af teststoffet bestemmes i forhold til den hejeste dosis, der i induktionsfasen ikke har
vist sig at have toksisk effeke. .

Provokationsmangden m3 ikke forirsage hudirritation hos ikke-sensibiliserede dyr. Koncentrationen
kan bestemmes i en forundersegelse f.eks to til tre dyr.

Observationsperiode

Under induktionsperioden observeres for eventuel hudirritation. Efter provokationen registreres hudens
reaktion efter 48 og 72 timer.

Fremgangsmdde

Dyrene vejes for induktionsperioden og efter forsegets afslutning. Pelsen klippes pa ryggens skulder-
region. Der er to stadier i fremgangsmaden:

Induktion

Dag 0-Forsegsgruppe.

Folgende intradermale injektioner gives parvisi skulderregionen. Hvert injektionspar placeres pa hver -

side af midterlinjen.

1) 0,1 ml af Freunds komplette adjuvant (FCA),
2) 0,1 ml af teststoffet, eventuelt i vehikel,

3) 0,1 ml teststof i FCA.

De under 1) og 2) nzvnte injektioner placeres tzt pi hinanden og narmest ved hovedet. Den under 3)
nazvnte placeres i den bageste del af testomridet.

Dag 0-Kontrolgruppe.

Folgende intradermale injektioner foretages parvis pd samme steder som ovenfor navnt.
1) 0,1 ml FCA,

2) 0,1 ml vehikel,

3) 0,1 ml vehikel i FCA.

Dag 7-Forsegsgruppe.

Hérene fjernes igen fra testomridet. Teststoffet, i passende vehikel, fordeles over et stykke filtrerpapir,
placeres p4 testomrddet og holdes pa plads med en passende forbinding i 48 timer. {(Vasker kan, hvis
det skennes rimeligt piferes direkte).

Dag 7-Kontrolgruppe.

Hirene fijernes igen fra testomridet. Vehikel piferes huden pi den tidligere nzvnte mide og holdes pd
plads med en passende forbinding i 48 timer.

Provokation

Dag 21.

Pelsen fjernes fra flanken af dyr i forsegs- og i kontrolgruppen. P forsegsdyrenes venstre side fastgores

~ en lap eller et kammer indeholdende teststoffet, og pa deres hejre side fastgores en lap eller et kammer

med vehikel. Lapperne holdes i kontake med huden ved hjalp af passende forbindinger i 24 timer.
Kontrolgruppen behandles pd samme made.
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Dag 23 og 24.
21 timer efter at lappen er fjernet, renses provokationsomridet, og barberes om nedvendigt.
3 timer senere {48 timer efter provokationseksponeringen begyndte) registreres og klassificeres hudens
reaktio.
24 timer efter denne observation (72 timer) observeres og klassificeres p ny.
Resultaterne  fra den ferste provokationseksposition kan om  nedvendigt uddybbes ved en fornyet -
provokationseksposition, med en ny vehikelkontrolgruppe, ca. en uge efter den forste eksposition.
1.6.3.3. Observation og klassificering
Enhver hudreaktion og enhver uszdvanlig virkning af induktionen og provokationsekspositionen skal
registreres og klassificeres.
2. DATA
Data opstilles i tabelform, som for hvert enkelt dyr angiver hudens reaktion i forbindelse med hver
enkelt observation.
3. RAPPORTERING
3.1. Forsegsrapport
Forsogsrapporten skal i videst muligt omfang indeholde felgende informationer:
— anvendt marsvinstamme;
— forsogsbetingelser;
— dyrenes antal, alder og kon;
— hvert dyrs individuelle vagt ved forsegets begyndelse og slutning;
— hver enkelt observation af hvert enkelt dyr inklusive klassificeringssystemet, hvis et sddant er
anvendt;
— diskussion af resultaterne;
— fortolkning af resultaterne.
3.2 Vurdering og fortolkning
Se den generelle indledning til afsnit B (punkt C).
4. LITTERATURHENVISNINGER

Se den generelle indledning til afsnit B (punke D).

Bemarkninger

Maksimeringstest pi marsvin (GPMT) er en meget anvendt test af adjuvantrypen, skent der kan
benyttes en rzkke andre metoder {anfert i vedlagte oversigt) til at undersege et stofs potentielle
sensibiliserende effekt, Maksimeringstesten er den normalt foretrukne (reference) metode.
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Testens sensitivitet og dens evne til at afslere potentielle sensibiliserende stoffer for menneskets hud
anses for at vare af stor betydning i et klassifikationssystem for toksicitet med relevans for en
befolknings sundhed. Et eventuelt valg af en anden test m3 begrundes, og der mi anfores kriterier
for dens validitet. Et af kriterierne m3 vare en forventet reaktion pi standardallergener sisom
2,4-dinitrochlorbenzen eller p-fenylendiamin' eller et andet stzrktvirkende sensibiliserende stof, der
passer til den gruppe af stoffer, der testes.

Der findes ikke nogen enkelt testmetode, hvorved man med sikkerhed kan identificere alle stoffer, som
besidder mulighed for at sensibilisere menneskets hud, og som kan anvendes til alle stoffer.

Faktorer som et stofs fysiske egenskaber, herunder dets evne til at trenge igennem huden, og den mide,
hvorpd mennesker, som formodes at kunne blive udsat for det, kommer i kontakt med stoffet, m3 tages
i betragming ved valget af test. Forsog med marsvin kan underopdeles i adjuvant-typen, hvor en
allergisk tilstand forstzrkes, nir forsegsstoffet opleses eller opslemmes i Freunds komplette adjuvant
(FCA), og non-adjuvant-typerne. I visse tilflde kan der vare god grund til at vzlge en test, hvor der
benyrttes lokal applikation fremfor intradermal injektion, som ved maksimeringstesten pA marsvin.

Ogsa her ber der tages hensyn til forsegsstoffets fysiske egenskaber og de betingelser, hvorunder
mennesker formodes at kunne blive udsat for det.

Sensibiliteten hos den marsvinestamme, der anvendes til hudsensibiliseringstests, mi kontrolleres med
regelmassige mellemrum (hvert halve &r) ved anvendelse af kendte, stzrke og moderat sensibiliserende
stoffer, og der skal opnis et tilfredsstillende antal positive reaktioner.
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Test

Dyreart
Administrationsmdde
Antal i testgruppe
Antal testgrupper
Antal i kontrolgruppe

Induktionseksposition
Administrationsmide
Antal ekspositioner
Ekspositionsperiode
Laptype
Testgruppe(r)
Kontrolgruppe
Placering

Frekvens

Varighed

Koncentration

Provokations eksposition
Administrationsméide
Antal ekspositioncr
Dagle)
Ekspositionsperiode
Laptype

Testgruppe(r)
Kontrolgruppe

Placering

Koncentration

Evaluering {timer efter
provokation)

Freunds
. komplette
Draize adjuvant
(FCA)
marsvin marsvin

intradermal (id)
20
1
20

id
10
TS (*)
v. side
hver anden dag
0—18 dage
2—10 dobbelt s3

meget som forste

TS
h. side

samme som
forste

24, 48

intradermal (id)

8—10

TS i FCA
kun FCA
h. side
hver anden dag
0—8 dage

samme hele
tiden

dermal
22 og 35

4ben
TS
TS
v. side
4 forskellige

24, 48,72

‘13 TS = Teststoffer.

Tabel

Maurer
optimering

marsvin
intradermal (id)
10—10
1

10—10

id
9

24 timer

TS i FCA

g
hver anden dag

0—21 dage
0,1 mlao0,1%

id
1
14 og 28
24 timer
TS
TS

ryg, nyt sted
0,1ml4i0,1 %

24

.i_&ben Split

Buehler epntl:.s::an adjuvant

marsvin marsvin marsvin
epikutan (ec) epikutan (ec) id og ec

10—20 6—8 10—20

1 1—6 1
10—20 6—8 10—20
dermal dermal id og dermal
3 20 eller 21 4
6 timer hver fortlebende 48 timer hver
lukket iben fukket
TS TS TS
— kun vehikel —

v. side h. side skulder
hver 7. dag daglig 0,2,4,7. dag
0—14 dage 0—20 dage 0—7 dage
samme hele samme pr. grup- samme hele

tiden pe forskellig for tiden

gruppernce

dermal dermal dermal

1 2 1
28 21 og 35 20
6 timer — 24 timer
lukket iben fukket
TS TS TS
TS TS TS

h. side v. side skulder
samme som 4 forskellige halv induktion
induktion

24, 48 24,48

24, 48 og/eller
72
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B. 7. SUBAKUT TOKSICITET, ORAL INDGIFT

»

1. METODE

1.1. Indledning

Se den generelle indledning til afsnit B (punkt A).

1.2. Definitioner

Se den generelle indledning til afsnit B (punkt B).

1.3. Referencestoffer
Ingen.
1.4. Princip for testmetoden

Teststoffet indgives oralt dagligt i graduerede doser til grupper af forsegsdyr. Der gives en dosis pr.
gruppe gennem en periode p4 28 dage. Dyrene observeres dagligt i doseringsperioden. Eventuelle tegn
pd en toksisk virkning registreres. Dyr, der der under forseget obduceres, og dyr, der overlever til
forsegte afslutning, aflives og obduceres.

1.5. Kvalitets kriterier

Ingen.
1.6. Beskrivelse af testmetoden
1.6.1. Forberedelser

Dyrene holdes under forsegsbetingelser mht. milje og fodring i mindst fem dage inden forseget
begyndes. Unge, sunde, dyr fordeles randomiseret i grupper. Teststoffet kan indgives med foderet, med
mavesonde, i kapsler eller i drikkevandet. Alle dyr bor underkastes samme administrationsform i hele
forsegsperioden. Hvis der anvendes et vehikel eller andre tils@tningsstoffer med henblik pa at lette
doseringen, skal det vare vist, at de ikke har nogen toksisk virkning. Her kan tidligere opsamlede data

benyttes.
1.6.2. Forsogsbetingelser
1.6.2.1. Forsegsdyr

Rotten er det foretrukne forsegsdyr, medmindre der foreligger kontraindikationer. Der benyttes unge
sunde rotter af almindeligt anvendte stammer. Doseringen ber ideelt pAbegyndes inden rotterne er seks
uger, og under alle omstzndigheder inden de er otte uger gamle. Ved forsegets begyndelse ma vagten af
de anvendte dyr ikke afvige mere end + 20 % fra gennemsnitsvagten.
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1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4,

1.6.2.

1.6.3.

[

Antal og ken

Der anvendes mindst ti dyr (fem hun- og fem handyr) til hver dosisniveau. Hundyrene mi ikke have fedt
og mi ikke vzre drzgtige. Hvis der paregnes aflivning af dyr under forseget, ber det oprindelige antal
foroges med det antal dyr, man piregner at aflive i lebet af forseget. Man kan samtidig indgive en
satellitgruppe pa ti dyr (fem af hvert ken) den hojeste dosis i 28 dage og observere, i en periode pi
14 dage efter forseget. hvorvidt toksiske virkninger er reversible, persisterende eller indtrzder
forsinket.

Dosisniveauer

Der skal anvendes mindst tre dosisniveauer samt en kontrolgruppe. Dyrene i kontrolgruppen behandles
nejagtigt som dyrene i forsegsgrupperne, bortset fra indgiften af teststoffet. Hvis der anvendes et vehike!
for at lette doseringen, ber kontrolgruppen indgives vehiklet pi samme mide som forsegsgrupperne, og
der ber indgives samme mangde vehikel som til forsegsgruppen, der modtager den sterste dosis. Den
hejeste dosis ber have toksisk effekt, men kun f3 eller ingen dedsfald. Det laveste dosisniveau ber ikke
have nogen toksisk virkning overhovedet. Hvis der foreligger en anvendelig vurdering af menneskers
eksponering for stoffet, ber det laveste dosisniveau:overskride denne eksponering. Ideelt set ber
middeldosis frembringe de mindste observerbare- toksiske effekter. Hvis der anvendes mere end tre
dosisniveauer, ber de vzlges siledes, at der opnis graduering af de toksiske virkninger. I den lavt
doserede og middel doserede gruppe og i kontrolgruppen ber dedeligheden holdes p4 et lavt niveau for
at give mulighed for en meningsfuld vurdering af resultaterne.

Huvis teststoffet indgives med foderet, kan man enten anvende en konstant koncentration (ppm eller
mg/kg i foderet) eller en konstant dosering i forhold til dyrenes vagt. Det benyttede alternativ
specificeres. Hvis teststoffet indgives med mavesonde, ber doseringen finde sted p3 samme tidspunkt
hver dag. Doserne ber justeres med jzvne mellemrum (hver eller hveranden uge) for at dosis kan vare
konstant i forhold til dyrets legemsvaegt.

Gransetest

Hvis der ikke i et 28 dages forseg udfert efter nedenstiende retningslinier kan konstateres toksisk
virkning af en dosis pi 1000 mg/kg legemsvagt, eller en storre dosis fastsat udfra kendskabet til den
eventuelle eksponering mennesker udsattes for, kan yderligere testning betragtes som unedvendig. Det
er vigtigt at sikre sig, at stoffer med lav toksicitet, som indgives med foderet, ikke pd grund af deres
mangde eller andre egenskaber griber ind i ern®ringsmassige krav.

Observationsperiode

Alle dyr observeres dagligt, og det registreres, om der optrader tegn pa toksisk virkning, hvornir disse
tegn optrader forste gang, hvor l&nge de varer, og hvor kraftige de er. Dedstidspunkt og toksicitets-
tegns optrzden og forsvinden ber noteres.

Fremgangsmdde

Den ideelle dosering er, at teststoffet indgives dagligt, syv dage om ugen i en periode p3 28 dage. En
eventuel satellitgruppe beregnet til lxngerevarende undersegelser holdes under observation i yderligere
14 dage, uden indgift af teststof, siledes at man har mulighed for at registrere, om toksiske virkninger
forsvinder, eller om de persisterer.

Inspektion af dyrene skal omfatte forandringer i hud og pels, ejne og slimhinder, derudover dndedrat
og kredsleb, det autonome og centrale nervesystem, den motoriske aktivitet og adferdsmenstret. Det
ugentlige foderforbrug beregnes (vandforbrug, hvis teststoffet indgives via drikkevandet). Dyrene vejes
een gang om ugen.
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Dyrene observeres med jevne mellemrum for at det mindst mulige antal dyr gir tabt for undersegelsen
pd grund af f.eks. kannibalisme, autolyse af vav eller forveksling. Ved forsegets slutning aflives og
obduceres dyrene med undtagelse af satellitgruppen. Deende dyr ber fijernes og obduceres, si snart de
registreres. Ved forsegets slutning skal alle dyr inklusive kontrolgruppen underkastes folgende under-
sogelse.

1) Hzmatologisk undersegelse omfattende mindst hematokrit, hemoglobinkoncentration, erythrocyt-
telling, total og differential leucocyttzlling og et mal for koaguleringsevne.

2) Klinisk biokemisk analyse af blodet omfattende mindst een lever- og nyrefunktionsparameter: serum
alanin aminotransferase (ALAT), serum aspartat aminotransferase (ASAT) og total serumprotein,
albumin, creatinin, total bilirubin og urinstof.

Andre bestemmelser, der kan vare pakrzvet for en adekvat toksikologisk vurdering er calcium, fosfor,
klorid, natrium, kalium, glucose efter faste, lipidanalyser, hormoner, syre/basebalance, methemoglo-
bin og cholinesteraseaktivitet.

Der kan udferes yderligere klinisk biokemiske analyser, hvor det skennes nedvendigt for en videre
undersogelse af de observerede virkninger.

1.6.3.1. Makroskopisk undersegelse

Alle forsegsdyrene skal underkastes en fuldstzndig makroskopisk vurdering. Lever, nyrer, binyrer
testes og vejes si hurtigt som muligt efter dissektionen for at undgi udterring. Vev og organer (lever,
nyrer, milt, binyrer og hjerte samt andre organer, der udviser alvorlige l®sioner eller forandringer i
storrelse) opbevares i et passende medium med henblik pd en eventuel senere histopatologisk
undersogelse.

1.6.3.2. Histopatologisk undersegelse

Der skal foretages en histologisk undersogelse af prepareret vav og organer fra dyrene i kontrolgruppen
samt i den gruppe, der er indgivet den hejeste dosis. Vev og organer, der udviser defekter, som kan
tilskrives teststoffet i den gruppe, der er indgivet en hojeste dosis, ber ogsi undersages i de ovrige
grupper. Dyrene i den eventuel satellitgruppe ber underkastes en histopatologisk undersegelse iszr for de
vaev og organer, der har vist en toksisk virkning i de evrige grupper.

2. DATA

Data opstilles i tabelform, som for hver gruppe viser antal dyr ved begyndelsen af forseget, og for hver
type af lzsion det antal dyr, der udviser den pigxldende lzsion.

Evaluering af samtlige observationer skal baseres p4 en passende statistisk metode. Alle anerkendte
statistiske metoder kan anvendes.



19. 9. 84

De Europziske Fzllesskabers Tidende Nr. L 251/121

3.1.

RAPPORTERING

Forsagsrapport

Forsegsrapporten skal i videst muligt omfang indeholde folgende informationer:

— dyreart/stamme, herkomst, miljebetingelser, foder osv.;

— forsoegsbetingélser;

— dosisniveauer (med angivelse af vehikel, hvor et sidant er anvendt) samt koncentrationer;
— oplysninger om toksisk reaktion opdelt efter ken og dosis;

— ikke toksisk dosis, hvis en sidan er konstateret;

— dedstidspunkt under forseget eller overlevelse af forsegsdyr til forsagets slutning;

— toksiske eller andre virkninger;

— observationsperiode for hvert enkelt abnormitetstegn og den senere udvikling af abnormiteten;
— foder- og legemsvagt;

— hamatologiske undersagelser og samtlige resutlater;

— klinisk biokemiske undersegelser og samtlige resultater;

— obduktionsfund;

— detaljeret beskrivelse af alle histopatologiske fund;

— eventuel statistisk behandling af resultaterne;

— diskussion af resultaterne;

— fortolkning af resultaterne.
Vurdering og fortolkning

Se den generelle indledning til afsnit B (punkt C).

LITTERATURHENVISNINGER

Se den generelle indledning til afsnit B (punkt D).
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B. 8. SUBAKUT TOKSICITET, INHALATION

1. METODE

1.1. Indledning

Se den generelle indledning til afsnit B {punkt A).

1.2. Definitioner

Se den generelle indledning til afsnit B (punkt B).

1.3. Referencestoffer
Ingen.
1.4, Princip for testmetoden

Flere grupper af forsagsdyr udsattes i 28 dage dagligt i en defineret periode for teststoffet i graduerede
koncentrationer, idet hver gruppe eksponeres for en bestemt koncentration. Anvendes der et vehikel tl
at frembringe en passende koncentration af teststoffet i luften, ber der i forseget indgid en kontrol-
gruppe, der udsxttes for vehiklet alene. Dyrene observeres dagligt for toksicitetstegn. Dyr, der der
under forseget obduceres, og ved slutningen af forseget aflives og obduceres de overlevende dyr.

1.5. Kvalitets kriterier

Ingen.
1.6. Beskriveélse af testmetoden
1.6.1. Forberedelse

Dyrene holdes under forsegsbetingelser med hensyn til milje og fodring i mindst fem dage for forseget
begyndes. Unge, sunde, rotter fordeles randomiseret i det nedvendige antal grupper. Om nedvendigt
kan der tilszttes et egnet vehikel til teststoffet, siledes at der opnis en passende koncentration af
teststoffet i luften. Hvis der anvendes et vehikel eller andre tilsztmingsstoffer med henblik pi at lette
doseringen, skal det vare pavist, at de ikke har nogen toksisk virkning. Her kan tidligere opsamlede
data benyttes.

1.6.2. Forsagsbetingelser

1.6.2.1. Forsegsdyr

Rotter er den foretrukne dyreart, medmindre der foreligger kontraindikationer. Der benyttes rotter af
almindeligt anvendte stammer. Ved forsegets begyndelse galder det, at variationen i forsegsdyrenes
vaegt ikke ma vaere mere end + 20 % fra en rimelig gennemsnitsvaegt.

1.6.2.2. Antal og ken

Der anvendes mindst ti dyr (fem hun- og fem handyr) i hver forsegsgruppe. Hundyrene mi ikke have
fedt og mi ikke vare drzgtige. Hvis der paregnes aflivning af dyr under forsegert, ber det oprindelige
antal dyr foreges med det antal dyr, man paregner at aflive i lobet af forsaget. Man kan samtidig dosere
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en satellitgruppe pa ti dyr (fem af hvert ken) med den hajeste koncentration i 28 dage og observere i en
periode pa 14 dage efter forseget hvorvide toksiske virkninger er reversible, persisterende eller optrader
forsinket.

1.6.2.3. Ekspositionskoncentrationer -

Der skal anvendes mindst tre forskellige koncentrationsniveauer og en kontrolgruppe eller en vehikel-
kontrolgruppe, (svarende til koncentrationen af vehiklet i hojeste dosisniveau), sifremt der benyttes
vehikel. Dyrene i kontrolgruppen behandles nojagtig som dyrene i forsegsgruppeme bortset fra
inhalation af teststoffet. Den hejeste koncentration ber have toksisk effekt, men kun fi eller ingen
dedsfald. Det laveste dosisniveau ber ikke have nogen toksisk effekt overhovedet. Hvis der foreligger en
anvendelig vurdering af menneskers eksponering for stoffet, ber den laveste dosis overskride denne
eksponering. Ideelt ber middelkoncentrationen frembringe de mindste observerbare toksiske effekter.
Hvis der anvendes mere end een middelkoncentration, ber de gradueres med henblik pi at opni en
spredning af den toksiske virkning. I de grupper, der udszttes for den lave koncentration og
middelkoncentrationen og i kontrolgrupperne, ber dedeligheden holdes pi-et lavt niveau for at give
mulighed for en meningsfuld vurdering af resultaterne.

1.6.2.4. Ekspositionstid

Den daglige ekspositionsperiode er seks timer, men det kan vare nedvendigt at benytte kortere eller
laengere perioder for at imedekomme specielle krav.

1.6.2.5. Udstyr

Dyrene testes med inhalationsapparatur, der er siledes udformet, at der kan opretholdes en dynamisk
luftigennemstremning pa mindst 12 luftskift pr. time, samtidig med, at der sikres et adakvat iltindhold
og en jzvn fordelt ekspositionsluft. Benyttes et ekspositionskammer, ber det vere siledes indrettet, at
der undgds sammenklumpning af forsegsdyrene og sikre en si stor eksposition for teststoffet ved
inhalation som muligt. Den generelle regel er, at for at sikre en stabil atmosfare, m4 dyrenes totale
»volumen« ikke overstige 5 % af ekspositionskammerets volumen. Ekspositionen kan foregd gennem
mund-nase, hovedet alene eller ved kamre til hele kroppen; ved anvendelse af de to ferste muligheder
opnir man, at indtagelsen af teststoffet ad andre veje reduceres.

1.6.2.6. Observationsperiode

Dyrene observeres dagligt for tegn p4 toksiske virkninger i hele forsegsperioden og restitutionsperioden.
Dadstidspunkt og toksicitetstegns optreden og forsvinden ber registreres.

1.6.3. Fremgangsmdde

Dyrene eksponeres for teststoffet dagligt seks til syv dage om ugen i en periode p3 28 dage. En eventuel
satellitgruppe beregnet til l&ngerevarende observationer skal holdes under observation i yderligere 14
dage, efter at eksponering for teststoffet er sluttet, for at registrere om en toksisk virkning er reversibel
eller persisterer. Temperaturen under forseget ber holdes p2 22° C 1 3°. Under ideelle forhold skal
den relative luftfugtighed holdes ps mellem 30 % og 70 %, men i visse tilfzlde (f. eks. ved testning af
aerosoler) kan dette vare praktisk uigennemforligt. Der gives hverken foder eller vand under
ekspositionen.

Der anvendes et dynamisk inhalationssystem med et passende analytisk kontrolsystem til sikring af
ekspositionskoncentrationen. Det anbefales at foretage en prevetest for at finde frem tl passende
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1.6.3.1.

ekspositionskoncentrationer. Lufthastigheden skal tilpasses, s3ledes at der er ensartede forhold i hele
ekspositionskammeret. Systemet bor vare af-en sddan beskaffenhed, at der sd hurtigt som muligt-opnis
stabile ekspositionsbetingelser.

Der skal foretages miling og kontrol af:

a) Lufthastighed (kontinuerlig).

b) Den faktiske koncentration af teststoffet malt i vejrtrakningszonen. Koncentrationen m3 under den
daglige ekspositionsperiode ikke variere mere end + 15 % fra gennemsnitskoncentrationen. Det kan
vare umuligt at opni en sidan grad af kontrol med stevpartikler og aerosoler, og i si tilfelde kan
sterre udsving accepteres. Koncentrationerne ber fra dag til dag holdes si konstante som muligt
under hele forsegets forleb. For partikler og aerosoler skal der foretages analyser si ofte som det er
nedvendigt for at fastsli, om partikelstorrelsen er javnt fordelt.

c) Temperatur og luftfugtighed.

.d) Under og efter eksposition foretages der systematiske observationer, som registreres for hvert enkelt

dyr. Alle dyr observeres dagligt, og det registreres, om der optrzder tegn pa toksicitet, hvornir disse
tegn optrader forste gang, hvor lenge de varer, og hvor kraftige de er. Inspektionen af dyrene skal
omfatte forandringer i hud og pels, ojne og slimhinder, derudover indedrzt og kredsleb, det
autonome og det centrale nervesystem, den motoriske aktivitet og adfzrdsmensteret. Der holdes
ugentligt regnskab med fedeindtagelse, og dyrene vejes een gang om ugen. Dyrene observeres med
jevne mellemrum med henblik p at det mindst mulige antal dyr gir tabt for undersogelsen pa grund
af (f. eks.) kannibalisme, autolyse af vaev eller forveksling. Ved forsegets slutning aflives og
obduceres alle tilbageverende dyr med undtagelse af satellitgruppen. Deende dyr ber fijernes og
obduceres, si snart de registreres.

Ved forsegets slutning skal alle dyr inklusiv kontrolgruppen underkastes folgende undersogelser:

( 1) Hematologisk analyse omfattende mindst hematokrit, h#moglobinkoncentration, talling af erytro-
cytter, total og differential leucocyttlling og et mal for koagulationsevnen.

(ii) Klinisk biokemisk analyse af blodet omfattende mindst een lever- og nyrefunktonsparameter: serum
alanin aminotransferase * (ALAT), serum aspartat aminotransferase **(ASAT), urinstof, albumin,
kreatinin, total bilirubin og total serumprotein. Andre bestemmelser, der kan vare pikravet i en
adzkvat toksikologisk vurdering, omfatter kalcium, fosfor, klorid, natrium, kalium, glucose efter
faste, lipidanalyser, hormoner, syre/basebalance, methzmoglobin og cholinesteraseaktivitet osv.
Der kan udferes yderligere klinisk biokemisk analyse, hvor det skennes nedvendigt for en videre
undersagelse af de observerede virkninger.

Makroskopisk vurdering

Alle forsagsdyrene bar underkastes en fuldstzndig makroskopisk undersegelse, Lever, nyrer, binyrer og
testes vejes vide si hurtigt som muligt efter dissektion for at undgd udterring. En rxzkke vav og
organer, luftveje, leveren, nyrerne, milten, binyrerne, hjertet samt andre organer, der udviser alvorlige
lzesioner eller forandringer i storrelse, ber prepareres i et passende medium med henblik pa en eventuel
senere histopatologisk undersegelse. Naso-Farynx (evreluftveje) og lunger skal udtages hele og intakte
ved dissektionen, vejes og behandles med et passende fixativ for at sikre, at lungestrukturen bibeholdes.
Perfusion med et fixativ regnes for en effektiv fremgangsmade.
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1.6.3.2. Histopatologisk undersegelse

Der ber foretages en histopatologisk undersegelse af prazparerede vav og organer fra dyrene i
kontrolgruppen samt i den gruppe, der har varet udsat for den hojeste koncentration. Vav og organer;~
der udviser defekter som kan henfores til teststoffet i gruppen, der har varet eksponeret for den haojeste
koncentration, skal ogsd undersoges i de evrige grupper pi lavere dosisniveau. Dyrene i en eventuel
satellitgruppe ber underkastes en histologisk undersegelse-med sarligt henblik pa de vav og organer,
der udviser toksisk pivirkning i de evrige grupper.

2. DATA

Data opstilles i tabelform, som for hver gruppe viser antal dyr ved begyndelse af forseget, og for hver
type af lasion det antal dyr, der udviser den pigzldende lzsion.

Evaluering af samtlige observationer, kvantitative sivel som tilfaldige, skal baseres pi en rimelig
statistisk metode. Alle anerkendte statistiske metoder kan anvendes.

3. RAPPORTERING

3.1. Forsegsrapport

Forsegsrapporten skal i videst muligt omfang indeholde folgende informationer:
— dyreart/stamme, herkomst, miljebetingelser, foder osv.;
— forsogsbetingelser;

— Beskrivelse af ekspositionsapparatur, herunder udformning, type, dimensionering, luftkilde, system
til frembringelse af partikler og aerosoler, metode til konditionering af luften, behandling af
udpumpet luft og den made, hvorpa dyrene holdes i et ekspositionskammer, nir et sidant benyttes.
Apparaturet til miling af temperatur, fugtighed og, ndr det skennes hensigtsmassigt, aerosolkon-
centrationens eller partikelsterrelsens stabilitet skal beskrives.

Ekspositionsdata

Disse skal opstilles i tabelform og angive middelvardi og variation (f.eks. standardafvigelser) og i
videst mulig omfang omfatte:

a) lufthastighed gennem inhalationsudstyret;
b) luftens temperatur;

c) nominelle koncentrationer (total mangde teststof tilfert inhalationsapparaturet dividerer med
luftmaengden);

d) type vehikel, hvor et sidant er anvend;
e) faktiske koncentrationer i opholdsarealet under forseget;

f) middelverdi af partikelstarrelse (for si vidt den er relevant);
— oplysninger om toksisk reaktion inddelt efter ken og dosis;
— dedstidspunkt under forseget eller overlevelse til forsegets slutning;
— minimal virkningsfuld koncentration; toksiske og andre virkninger;
— observationstidspunkt for hvert enkelt abnormitetstegn og den senere udvikling af abnormiter;
— data vedrerende foder og legemsvagt;

— de anvendte hematologiske analyser og samtlige resultater;
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— de anvendte klinisk biokemiske analyser og samtlige resultater;
— obduktionsfund;

— en detaljeret beskrivelse af alle histopatologiske fund;

— eventuel statistisk behandling af resultaterne;

— diskussion af resultaterne;

— fortolkning af resultaterne.
Vurdering og fortolkning

Se den generelle indledning til afsnit B {punkt C).

LITTERATURHENVISNINGER

Se den generelle indledning til afsnit B {(punkt D).
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B. 9. SUBAKUT TOKSICITET, OPTAGELSE GENNEM HUDEN

1. METODE

1.1. Indledning

Se den generelle indledning til afsnit B (punkt-A).

1.2. Definitioner

Se den generelle indledning til afsnit B (punkt B).

1.3. Referencestoffer
Ingen.
1.4, Princip for testmetoden

Teststoffet pafores dagligt huden i graduerede doser pA grupper af forsegsdyr, idet der gives en bestemt
dosis til hver gruppe gennem en periode pi 28 dage. Dyrene observeres dagligt i forsegsperioden, og
eventuelle tegn pa toksicitet registreres. Dyr, der der under forseget obduceres, og dyr, der overlever til
slutningen af forseget, aflives og obduceres.

1.5. Kvalitets kriterier

Ingen.
1.6. Beskrivelse af testmetoden
1.6.1. Forberedelser

Dyrene holdes under forsegsbetingelser med hensyn til milje og fodring i mindst fem dage, for forseget
begyndes. Unge, sunde, dyr fordeles randomiseret i forsegsgrupper. Kort for forseget indledes, klippes
pelsen pa ryggen af forsagsdyrene. Sifremt pelsen barberes bort, ber det ske ca. 24 timer inden forseget
indledes, Klipningen eller barberingen ma som regel gentages med en uges mellemrum. Man mi ved
klipning og barbering passe pa ikke at beskadige huden. Mindst 10 % af kroppens overflade klargeres
til pAfering af teststoffet. Ved afgerelse af, hvilket og hvor stort et omride, der skal klippes, ber der
tages hensyn til dyrets vagt. Ved testning af faste stoffer, som — hvis det er hensigtsmassigt — kan
pulveriseres, skal teststoffet fugtes tilstrekkeligt med vand eller om nedvendigt med et passende vehikel
for at sikre god kontakt med huden. Flydende teststoffer piferes normalt udfortyndet. Teststoffet
paferes dagligt fem til syv dage om ugen.

1.6.2. Forsegsbetingelser

1.6.2.1. Forsegsdyr

Der kan anvendes voksne rotter, kaniner eller marsvin. Der kan ogs8 anvendes andre dyrearter, men i si
fald skal det vaere begrundet. Ved forsegets begyndelse ber dyrenes vagt ikke variere mere end + 20 %
fra gennemsnitsvagten.
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1.6.2.2. Antal og ken

Der anvendes mindst ti dyr (fem hun- og fem handyr) med sund hud til hvert dosisniveau. Hunnerne mi
ikke have fedt og ma ikke vare dragtige. Hvis der paregnes aflivning af dyr under forseget, bar det
oprindelige antal dyr foreges med det antal, man piregner at aflive i labet af forsager. Man kan_
herudover give en satellitgruppe pd t dyr (fem af hvert kon) den hojeste dosis gennem 28 dage og
observere, hvorvidt de toksiske virkninger er reversible eller persisterende, eller indtrzder forsinket i en
periode pd 14 dage efter forseget.

1.6.2.3. Dosisniveauer

Der skal anvendes mindst tre forskellige dosisniveauer i mindst seks timer daglig samt en kontrolgruppe
eller en vehikelkontrolgruppe, sifremt der benyttes et vehikel. Teststoffet skal piferes pa ca. samme
tidspunkt hver dag, og doserne justeres med jeevne mellemrum (hver eller hveranden uge) for at dosis
kan vare konstant i forhold til dyrenes legemsvagt. Dyrene i kontrolgruppen behandles nejagtigt som
dyrene i forsegsgrupperne bortset fra teststoffet. Hvis der anvendes et vehikel til at lette doseringen, ber
vehikelkontrolgruppen doseres pd samme mide som forsegsgrupperne og piferes samme mangde
vehikel, som den gruppe, der modtager den hejeste dosis. Det hejeste dosisniveau ber give toksisk
effekt, men kun fi eller ingen dedsfald. Det laveste dosisniveau ber ikke have nogen toksisk effekt
overhovedet. Hvis der foreligger en anvendelig vurdering af menneskers eksponering for stoffet, ber det
laveste dosisniveau overskride denne eksponering. Ideelt ber middeldosis frembringe de mindste
observerbare toksiske effekter. Hvis der anvendes mere end een middeldosis, ber de gradueres med
henblik p4 at opni en spredning af toksiske virkninger. I den lavt doserede og middel doserede gruppe
og i kontrolgrupperne ber dedeligheden holdes p4 et lavt niveau for at give mulighed for en meningsfuld
vurdering af resultaterne.

Hvis applikation af teststoffet forarsager alvorlig hudirritation, ber koncentrationen sznkes. Dette kan
medfere en reduktion eller et fuldstendigt bortfald af evrige toksiske effekter pi det hejeste
dosisniveau. Hvis huden er blevet alvorligt beskadiget, kan det vare nﬂdvendlgt at slutte forseget og
foretage et nyt forseg med lavere koncentrationer.

1.6.2.4. Grznsetest

Hvis en dosis pad 1 000 mg/kg legemsvagt i et forforseg eller en storre dosis bestemt af en eventuel
vurdering af menneskers eksponering ikke giver nogen toksisk virkning, kan yderligere forseg betragtes
som unedvendige.

1.6.2.5. Observationsperiode

Dyrene observeres dagligt, og det registreres, om der optrader tegn pi toksicitet. Dadstidspunkt og
tidspunkt for toksicitetstegns optreden og forsvinden skal registreres.

1.6.3. Fremgangsmdde

Dyrene skal holdes i hvert sit bur. Den ideelle dosering er pifering af teststoffet syv dage om ugen i en
periode pa 28 dage. Eventuelle satellitgrupper beregnet til efterfolgende observationer ber holdes under
observation i yderligere 14 dage, uden pifering af teststof, siledes at man har mulighed for at registrere
om toksiske virkninger er reversible eller om de persisterer. Ekspositionsperioden er seks timer

dagligt.

Teststoffet skal paferes jevnt over et omride, som svarer til ca. 10 % af den samlede kropsoverflade.
Med sterkt toksiske stoffer kan der anvendes et mindre omradde, men stoffet skal pafores si tyndt og
ensartet over en si stor del omridet som muligt.

Teststoffet skal holdes i kontakt med huden ved hjzlp af en pores gazeforbinding og en ikke-hudirrite-
rende klaxbestrimmel. Teststedet skal desuden dakkes pi en sidan maide, at gazeforbindingen og
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teststoffet holdes sikkert fast, og at dyrene ikken kan komme til at indtage teststoffet. Der kan anvendes
andre foranstaltninger, som forhindrer dyrene i at indtage teststoffét, men man ber ikke immobilisere
dyrene fuldstzndigt.

Ved ekspositionsperiodens slutning fjernes  eventuelt tilbagesiddende teststof, idet der anvendes vand
eller en anden egnet metode til at rense huden.

Alle dyr observeres dagligt, og det registreres, om der optrazder tegn pi toksicitet, hvorndr disse tegn -
optrzder forste gang, hvor lenge de varer, og hvor kraftige de er. Inspektion af dyrene skal omfarte
forandringer i hud og pels, ejne og slimhinder, derudover indedrzt og kredsleb, det autonome og
centrale nervesystem, den motoriske aktivitet og adfzrdsmenstret. Der holdes ugentligt regnskab med
fedeindtagelsen, og dyrene vejes en gang om ugen. Dyrene observeres med jzvne mellemrum med
henblik p4, at dyr ikke gir tabt for undersegelsen p4 grund af f.eks. kannibalisme, autolyse af vav eller
forveksling. Ved forsegets slutning aflives og obduceres alle tilbagevarende dyr med undtagelse af
satellitgrupperne. Doende dyr skal fjernes og obduceres, sd snart de registreres.

Ved forsegets slutning skal alle dyr inklusive kontrolgruppen underkastes felgende undersogelse:

1) Heemarologisk analyse omfattende mindst hematokrit, hamoglobinkoncentration, talling af ery-
throcytter, total og differentialtzlling af leucocytter og et mal for koaguleringsevne.

2) Klinisk biokemisk analyse af blodet omfattende mindst een lever- og nyrefunktionsparameter: Serum
alanin aminotransferase * (ALAT), serum aspartat aminotransferase ** (ASAT) og total serum-
protein. ’

Andre bestemmelser, der kan vare pikravet i en adakvat toksikologisk vurdering omfatter calcium,
fosfor, klorid, natrium, kalium, glucose efter faste, lipidanalyser, hormoner, syre/basebalance, methz-
moglobin og cholinesteraseaktivitet.

Der kan udferes yderligere klinisk biokemiske analyser, hvor det skennes nedvendigt for videre
undersogelse af observerede virkninger.

1.6.4. Makroskopisk vurdering

Alle forsaegsdyrene ber underkastes en fuldstzendig makroskopisk vurdering. Lever, nyrer, binyrer testes
og vejes si hurtigt som muligt efter dissektionen for at undgi udterring. Vav og organer, dvs. normal
og behandlet hud, lever, nyrer og malorganer (dvs. organer der viser alvorlige lasioner eller
forandringer i sterrelse), opbevares i et passende medium med henblik pd en eventuel senere
histopatologisk undersegelse.

1.6.5. Histopatologiske undersogelser

Der skal foretages en histologisk undersegelse af preparerede vav og organer fra dyrene i kontrolgrup-
pen samt i den gruppe, der har fiet den sterste dosis. V&v og organer, der har vist defekter som kan
tilskrives teststoffet i den hejest doserede gruppe, skal ogs3 undersoages i de avrige doserede grupper.
Dyrene i en satellitgruppe bar underkastes en histologisk undersogelse, szrligt de vav og organer, hvor
der er iagttaget pavirkninger i de ovrige grupper.
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3.1.

3.2.

DATA

Data opstilles i tabelform, som for hver gruppe viser: antal dyr ved begyndelse af forseget, og for hver
type af lasion det antal dyr, der udviser den pigzldende lzsion.

Evaluering af samtlige observationer, kvantitative og tilfzldige, skal baseres pd en passende statistisk
metode. Alle anerkendte statistiske metoder kan anvendes.

RAPPORTERING

Forsegsrapport

Forsegsrapporten skal i videst muligt omfang indeholde folgende informationer:

— dyreart/stamme, herkomst, miljebetingelser, foder osv.;

— forsegsbetingelser;

— dosisniveauer (med angivelse af vehikel, hvor et sddant er anvendt) samt koncentration;
— ikke toksisk dosis, hvis en sidan er konstateret; .

— oplysninger om toksiske reaktioner inddelt efter ken og dosis;

— dedstidspunkt under forseget eller overlevelse til forsegets slutning;

— toksiske eller andre virkninger;

— observationsperiode for hvert enkelt abnormitetstegn og den senere udvikling af abnormiteten;
— data vedrerende foder- og legemsvagte;

— anvendte hematologiske analyser og samtlige resultater;

— anvendte klinisk biokemiske analyser og samtlige resultater;

— obduktionsfund;

- detaljeret beskrivelse af alle histopatologiske fund;

— statistisk behandling af resultaterne, hvis det er muligt;

— diskussion af resultaterne;

— fortolkning af resultaterne.
Vurdering og fortolkning

Se den generelle indledning til afsnit B (punkt C).

LITTERATURHENVISNINGER

Se den generelle indledning til afsnit B (punkt D).



19.9. 84 De Europ=iske Fellesskabers Tidende Nr. L 251/131

B. 10. ANDRE VIRKNINGER, MUTAGENICITET, IN VITRO — CYTOGENETISK .
TEST (PATTEDYRCELLER)

1. METODE

1.1. Indledning

Se den generelle indledning til afsnit B (punkt A)..

1.2, Definitioner

Se den generelle indledning til afsnit B-(punkt B).

1.3. Referencestoffer
Ingen.
1.4, Princip for testmetoden

Denne in vitro cytogenetiske test er en korttids mutagenicitetstest til konstatering af strukturelle
kromosomforandringer i dyrkede pattedyrceller. Der kan anvendes bide primarkulturer og kulturer af
etablerede cellelinjer. Efter at cellekulturerne har varet eksponeret for teststoffer bide med og uden et
leverenzymaktiveringssystem (co-faktor tilsat den mikrosomholdige supernatant fra leverhomogenar)
behandles kulturerne med en tentridsinhibitor, som for eks. tolchicin med henblik pi et akkumulere
celler i et metafasestadie i mitosen (c-metafase). Cellerne hastes pA egnede tidspunkter og przpareres
med henblik pd kromosomanalyse. Praparaterne farves og celler i metafase underkastes analyse med
henblik p4 konstatering af eventuelle kromosomforandringer.

1.5. Kvalitets kriterier

Ingen.
1.6. Beskrivelse af testmetoden
1.6.1. Forberedelser

Teststoffet tilszttes kulturmediet direkte eller oplases i et passende vehikel, inden cellerne eksponeres.
Der anvendes primazrkulturer eller kulturer af etablerede cellelinjer, f.eks. celler fra kinesiske hamstere
eller humane lymfocytter.

1.6.2. Forsogsbetingelser

Antal af kulturer

Der anvendes mindst to kulturer for hvert dosisniveau og kontrol.

Negative og positive kontrolkulturer

Som negativ kontrol anvendes oplesningsmiddel (sifremt dette ikke er kulturmediet eller vand),
leverenzymaktiveringsblanding, leverenzymaktiveringsblanding plus oplesningsmiddel samt helt ube-
handlede kulturer.

Der anvendes en positiv kontrol i hvert enkelt forseg. Anvendes der en leverenzymaktiveringsblanding
til at aktivere teststoffet, skal der som positiv kontrol benyttes et stof, der vides at krave metabolisk
aktivering.
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Dosisniveau

Der anvendes mindst tre dosisniveauer af teststoffet over mindst eet logaritmisk dosisinterval, og siledes
at den hgjeste dosis nedsztier den mitotiske aktivitet med ca. 50 %.

Dyrkningsbetingelser

Der anvendes et passende kulturmedium og passende inkubationsbetingelser (temperatur, dyrkningsfla-
sker, CO,-koncentration, fugtighed, osv.).

1.6.3. Fremgangsmdde

1.6.3.1. Fremstilling af kulturer

Etablerede cellelinjer: cellerne tages fra stamkulturer (f.eks. ved hjzlp af trypsinbehandling eller
afrystning), hvorefter de udsis med passende tzthed pa dyrkningsplader og inkuberes ved 37° C.

Humane lymfocytter: hepariniseret fuldblod tilszttes kulturmedium, indeholdende phyto-haemaggluti-
nin, foetalt kalveserum og antibiotika. Blandingen inkuberes ved 37° C.

1.6.3.2. Behandling af kulturerne med teststof

(i) Behandling uden leverenzymaktiveringsblanding.

Behandling skal mindst have samme varighed som en hel cellecyklus, og der skal fastlzgges
fikseringstidspunkter for at sikre, at celler, der er blevet underkastet behandling p4 forskellige trin i
deres cyklus, analyseres under den forste mitose efter behandlingen.

Hvis behandlingen har kortere varighed end en hel cellecyklus, skal der fastlzgges serier af
fikseringstidspunkter for at sikre, at der udtages celler, som er pi forskellige cykliske trin (G, S og
G;) under behandlingen. . :

Teststoffet tilsattes kulturer af etablerede cellelinjer, mens de er i den eksponentielle vakstfase.
Humane lymfocytkulturer behandles, mens de stadig befinder sig i en semisynkron tilstand. Hvis
teststoffet a&ndrer varigheden af cellernes cyklus, skal fikseringsintervallet &ndres tilsvarende.

(ii) Behandling med leverenzymaktiveringsblanding.

Kulturerne bar behandles med teststoffet plus aktiveringssystemet s& lznge som muligt uden at der
optrader toksiske virkninger i cellerne. Hvis behandlingen som felge af toksisk virkning mi
begranses til mindre varighed end en hel cellecyklus, skal der fastlegges serier af fikseringstidspunk-
ter for at sikre, at der udtages celler, som er pi forskellige cykliske trin (G, S og G;) under
behandling.

Heost af celler.

Cellekulturerne behandles med tentridsinhibitoren 1 til 2 timer for de hestes. Host og kromosom-
praparering skal foregd sarskilt for hver enkelt kultur.

1.6.3.3. Kromosompraparering.

Kromosompraparering omfatter hypotonisk behandling af cellerne, fiksering, spredning pi objektglas
og farvning.

Analyse:

Der underseges mindst 100 velpraparerede metafaser pr. kultur for eventuelle kromosomforandringer.
Objektglas kodes for analyse. Ved humane lymfocytter underseges kun metafaser, der indeholder
46 centromerer. Ved etablerede cellelinjer underseges kun metafaser, som indeholder + 2 centromerer i
forhold til normaltallet for stammen (modaltallet).
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2. DATA

Data opstilles i tabelform. Forandringer af kromatider (gaps, brud, translokationer) og af kromosomer
(gaps, brud, bruddele, ringe, dicentromerer, polycentromerer) samt antallet af afvigende metafaser
(inklusive og eksklusive gaps) registreres separat for alle behandlede kulturer og kontrolkulturer.
Evaluering af data baseres pd passende statistiske metoder. A

3. RAPPORTERING

3.1. Forsegsrapport

Forsegsrapporten skal i videst muligt omfang indeholde felgende informationer:
— anvendt celletype;

~— forsagsbetingelser: sammensztning af mediet, CO,-koncentration, inkubationstemperatur, inkuba-
tionstid, dosisniveauer, behandlingstid, varigheden af behandling med og koncentrationen af den
anvendte tentridsinhibitor, den anvendte leverenzymaktiveringsblanding, positive og negative
kontroller; .

— antal cellekulturer;
— antal undersogte metafaser (der angives data for hver enkelt kultur);
— mitotisk indeks;

— type og antal af kromosomforandringer oplyst sarskilt for hver enkelt behandiet kultur og
kontrolkultur, og de etablerede cellelinjers modaltal;

— statistisk evaluering;
— diskussion af resultaterne;

— fortolkning af resultaterne.
3.2. Vurdering og fortolkning

Se den generelle indledning til afsnit B (punkt C).

4. LITTERATURHENVISNINGER

Se den generelle indledning til afsnit B (punkt D).
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B. 11. ANDRE VIRKNINGER MUTAGENICITET

IN VIVO — CYTOGENETISK TEST (KNOGLEMARYV FRA PATTEDYRKROMOSOMANALYSE)

1. METODE

1.1. Indledning
Se den generelle indledning til afsnit B (punkt A).

1.2. Definitioner
Se den generelle indledning til afsnit B (punkt B).

1.3. Referencestoffer
Ingen.

1.4. Princip for testmetoden
Denne in vivo cytogenetiske test er en korttids mutagenicitetstest til pivisning af strukturelle kromo-
somforandringer. Vurdering af kromosomforandringer foregir oftest i forbindelse med den forste
mitose efter eksponering. Sterstedelen af de forandringer, der induceres af kemiske mutagener, er
kromatidforandringer.
Der anvendes knoglemarvsceller fra pattedyr, som eksponeres for teststofferne pd hensigtsmassig made,
hvorefter de aflives med regelmessige intervaller. Fer aflivningen behandles dyrene med en tentradsin-
hibitor som for eks. colchicin med henblik p4 at akkumulere celler i metafasen i mitosen (c-metafase).
Der fremstilles luftterrede kromosompraparationer fra cellerne, og praparaterne farves og underseges
mikroskopisk for kromosomforandringer.

1.5. Kvalitets kriterier
Ingen.

1.6. Beskrivelse af testmetoden

1.6.1. Forberedelser
Teststoffet oplases i isotonisk saltvand. Hvis dette ikke lader sig gore, opleses eller opslemmes det i et
passende vehikel. Oplasning af teststoffet foretages umiddelbart inden anvendelse.
Hvis der anvendes et vehikel, for at lette doseringen, m4 det ikke indvi: e pi teststoffet eller forirsage
toksiske effekter.

1.6.2. Forsogsbetingelser

1.6.2.1. Forsegsdyr

Der anvendes gnavere som f.eks. rotter, mus eller kinesiske hamstere. Unge, sunde, kensmodne dyr

fordeles randomiseret i forsegs- og kontrolgrupper.
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1.6.2.2, Antal og ken

Der anvendes mindst fem hun- og fem handyr i hver forsegsgrupe og hver kontrolgruppe. Dvs., at der
aflives ti dyr pr. interval pr. gruppe, ogs hvis forseget omfatter flere testintervaller efter doseringen.

1.6.2.3. Administrationsmide

Teststoffet skal i almindelighed gives i een dosis. Sifremt der foreligger en toksikologisk begrundelse,
kan doseringen opdeles i mindre doser. Denne fremgangsmdde kan imidlertid kun anvendes, sifremt
teststoffet ikke har cytotoksisk effekt pd knoglemarv. Szdvanligvis administreres teststoffet oralt eller
ved intraperitoneal injektion. Andre administrationsformer kan dog ogsi anvendes.

1.6.2.4. Negative og positive kontroller

Som positiv kontrol anvendes en kemisk forbindelse, der vides at fordrsage kromosomforandringer in
vivo, og der inkluderes ogsa ‘en negativ kontrolgruppe (oplesningsmiddel) i hvert forseg.

1.6.2.5. Dosisniveau

I den basale forsegsbeskrivelse anvendes een (1) dosis, som skal vere den- maksimale ikke-toksiske dosis
eller den dosis, der viser en vis cytotoksisk effekt, (dvs. delvist mitoseh@mning).

Der kan anvendes flere dosisniveauer, sifremt der er videnskabeligt grundlag herfor.

I tlfzlde, hvor testen anvendes som verifikation, ber der yderligere anvendes mindst to andre
dosisniveauer. :

1.6.3. Fremgangsmdde

Testen kan gennemfores pa to mider:

i) Forsegsdyrene eksponeres for teststoffet i een dosis pd det maksimale ikke-toksiske niveau. Der
udtages herefter prover tre gange. Den vigtigste preveudtagning foregir efter 24 timer. Eftersom
teststoffet kan have indflydelse pa cellecykluskinetikken anvendes herudover eet kortere og eet
lengere proveudtagningsinterval af passende lengde mellem 6 og 48 timer.

Huvis der benyttes mere end een dosis, ber der udtages prever i den periode, hvor effekten er sterst,
eller, sifremt denne ikke kendes, efter 24 timer.

(i) Dersom der foreligger farmakokinetiske og metaboliske begrundelser herfor, kan eksponeringen
opdeles i flere doser, og proveudtagningen ber i si fald foregd 6 og 24 timer efter sidste
eksponering.

Knoglemarvspraparation

Inden aflivning far forsegsdyrene en intraperitoneal injektion af en tentrdsinhibitor for at akkumulere
et tilstreekkeligt antal celler i c-metafase. Knoglemarven vaskes ud af begge femora pa nyligt aflivede dyr
ved hjzlp af en isotonisk oplesning. Efter hypotonisk behandling fikseres cellerne og spredes pi
objektglas, lufttorres og farves.

Analyse

Inden mikroskopisk undersagelse kodes objektglassene. For hvert dyr underseges mindst 50 velprapa-
rerede metafaser med det komplette antal centromerer for strukturelle kromosomforandringer. Samtidig
kan det mitotiske indeks for hvert dyr registreres.



Nr. L 251/136

De Europ=ziske Fzllesskabers Tidende 19.

9.

84

3.1.

3.2.

DATA

Data opstilles i tabelform. Kromatidforandringer og isokromatidforandringer (gaps, brud, translokatio-
ner), antallet af afvigende metafaser (inklusiv og eksklusiv gaps) samt det eventuelt registrerede
mitotiske indeks angives for alle forsegs- og kontroldyr. Der anferes ogsi middeltal og standardafvigel-
ser for de enkelte forsags- og kontrolgrupper. Evaluering af de fremkomne data ber baseres pd passende
statistiske metoder.

Rapportering

Forsegsrapport

Forsegsrapporten skal i videst muligt omfang indeholde folgende informationen:

dyreart/stamme samt dyrenes alder;
antal dyr af hvert ken i forsegs- og kontrolgrupperne;

forsegsbetingelser: detaljeret beskrivelse af administrationsméde, preveudtagning, dosisniveauer,
varighed af behandling med tentradsinhibitor samt koncentration heraf;

antal undersoegte metafaser pr. dyr;

mitotisk indeks hvis der er registreret;

antal og type af forandringer opgivet separat for hvert enkelt forsegs- og kontroldyr;
statistisk evaluering;

diskussion af resultaterne;

fortolkning af resultaterne.

Vurdering og fortolkning

Se den generelle indledning til afsnit B (punkt C).

LITTERATURHENVISNINGER

Se den generelle indledning til afsnit B (punkt D).
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B. 12. ANDRE VIRKNINGER

MUTAGENICITET (MICRONUCLEUSTEST)

1. METODE

1.1 Indledning

Se den generelle indledning til afsnit B (punkt A).

1.2 Definitioner

Se den generelle indledning til afsnit B (punkt B).

1.3. Referencestoffer
Ingen.
1.4, Princip for testmetoden

Mikronucleustesten er en in vivo korttidstest i pattedyrsceller. Den anvendes til bestemmelse af
kromosomskader eller beskadigelser af det mitotiske apparat forirsaget af kemikalier. Grundlaget for
denne test er en foregelse af antallet af mikronuclei i forsegsdyrenes polykromatiske erytrocytter i
forhold til kontroldyrenes.

Mikronuclei dannes af kromosomdele eller hele kromosomer, som forsinkes i mitosen. Nir erytrobla-
ster udvikles til erytrocytter, udstedes cellekernen, mens mikronuclei kan forblive i cytoplasmaet. 1
denne test anvendes unge polyromatiske erythrocytter fra knoglemarven hos forsegsdyr, der hat varet
eksponeret for teststoffer p3 en passende made. Knoglemarven ekstraheres og anvendes til udstrygnings- -
praparater, som farves. Polykromatiske erythrocytter underseges i mikroskop, mikronuclei tzlles, og
forholdet mellem polykromatiske og normokromatiske erytrocytter bestemmes.

1.5. Kvalitets kriterier

Ingen.
1.6. Beskrivelse af testmetoden
1.6.1. Forberedelser

Teststoffet oplases i isotonisk saltvand. Hvis dette ikke lader sig gere, opleses eller opslemmes det i et
passende vehikel. Hvis der anvendes et vehikel, m3 det ikke indvirke pid teststoffet eller forirsage
roksiske effekter. Oplesningen af teststoffet foretages normalt umiddelbart inden anvendelsen.

1.6.2. Forsegsbetingelser

1.6.2.1. Forsegsdyr

Det anbefales at anvende mus, men andre pattedyr kan ogs4 anvendes. Unge, sunde, kensmodne dyr
fordeles randomiseret i forsegs- og kontrolgrupper.

1.6.2.2. Antal og ken

Der anvendes mindst fem hun- og fem handyr i hver forsegsgruppe og hver kontrolgruppe. Dvs. at der
aflives ti dyr pr. interval pr. gruppe, ogsi hvis forseget omfatter flere tidsintervaller efter dosering.
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1.6.2.3. Administrationsméide

Teststoffer skal i almindelighed gives i een dosis. Sifremt der foreligger en toksikologisk begrundelse,
kan doseringen opdeles i flere doser. Denne fremgangsmide kan imidlertid kun anvendes, sdfremt
teststoffet ikke har cytotoksisk effekt pd knoglemarv. Szdvanligvis administreres teststoffet oralt eller
ved intraperitoneal injektion. Andre administrationsformer kan dog ogsa anvendes.

1.6.2.4. Negative og positive kontroller

Der anvendes bide positiv og negativ (oplesningsmiddel) kontrol i forbindelse med hvert enkelt
forseg.

1.6.2.5. Dosisniveau

I den basale forsegsbeskrivelse anvendes ecn (1) dosis, som skal vere den maksimale ikke-toksiske dosis
eller den dosis der har en vis toksisk effekt, f.eks. @ndring af forholdet mellem polykromatiske og
normokromatiske erytrocyteer.

Der kan anvendes flere dosisniveauer, sifremt der er videnskabeligt grundlag herfor.

I de tlfzlde, hvor testen anvendes som verifikation, ber der yderligere anvendes mindst to andre
dosisniveauer.

1.6.3. Fremgangsmdde

Testen kan gennemferes pa to mider:

(i) Forsegsdyrene eksponeres for teststoffet i een dosis pd det maksimale ikke-toksiske niveau.
Preveudragning ber foretages pa de tidspunkter, hvor der kan forventes maksimal respons, hvilket
varierer med teststoffet. Nir der anvendes maksimal dosis, udtages der derfor prever af knoglemar-
ven mindst tre gange, forste gang ikke tidligere end 12 timer efter dosering og herefter med passende
intervaller, som dog ikke m3 overstige 72 time i alt.

Hvis der benyttes mere end et dosisniveau skal der udtages prever i den periode, hvor effekten er
storst, eller, sifremt denne ikke kendes, efter 24 timer.

(ii) Dersom der foreligger farmakokinetiske og metaboliske begrundelser herfor, kan eksponeringen
opdeles i flere doser. Der udtages i s fald prever mindst tre gange, ferste gang ikke tidligere end 12
timer efter sidste dosering og herefter med passende intervaller, som dog ikke mi overstige 72 timer i
alt.

Knoglemarvspraparation

Knoglemarven vaskes ud af begge femora pa nyligt aflivede dyr med foetalt kalveserum. Cellerne
sedimenteres ved centrifugering og supernatanten fjernes. Den homogene cellesuspension dryppes pa
objektglas og der fremstilles udstrygningspraparater. Efter luftverring farves preparaterne.

Analyse

Inden mikroskopisk undersegelse kodes objektglassene. For hvert dyr underseges mindst 1 000
polykromatiske erytrocytter for forekomst af mikronuclei.

Forholdet mellem normokromatiske og polykromatiske erytrocytter bestemmes for hvert dyr ved tzlling
af sammenlagt 1 000 erytrocytter.
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3.1.

DATA

Data opstilles i tabelform. Antallet af polykromatiske erytrocytter samt antallet af polykromatiske
erytracytter med mikronuclei og procentdelen af celler med mikronuclei anferes for hvert enkelt forsegs-
og kontroldyr sammen med forholdet mellem normokromatiske og polykromatiske erytrocytter. Der
anferes ogsi middeltal og standardafvigelser for de enkelte forsegs- og kontrolgrupper. Evaluering af de
fremkomne data ber baseres pa passende statistiske metoder.

RAPPORTERING

Forsagsrapport

Forsegsrapporten skal i videst mulig omfang indeholde folgende informationer:

dyreart/stamme samt dyrenes alder;
antal dyr af hvert ken i forsegs- og kontrolgrupperne;

forsegsbetingelser: detaljeret beskrivelse af administrationsmide, preveudtagning, dosisniveauer,
toksiske reaktioner, negative og positive kontroller;

kriterier for registrering af mikronuclei;
dosis-virkningskurve, hvor det er muligt;
statistisk evaluering;

diskussion af resultaterne;

fortolkning af resultaterne.

Vurdering og fortolkning

Se den generelle indledning til afsnit B (punkt C).

LITTERATURHENVISNINGER

Se den generelle indledning til afsnit B (punkt D).
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B. 13. ANDRE VIRKNINGER, MUTAGENICITET.

ESCHERISCHIA COLI TH.BAGEMUTATIONSTEST

METODE

Indledning

Se den generelle indledning til afsnit B (punkt A).

Definitioner

Se den generelle indledning til afsnit B (punkt B).

Referencestoffer

Ingen.

Princip for testmetoden

En tilbagemutation hos Escherichia coli i tryptophan (trp) operonet trp~ — trp*, er grundlaget for, at
kemiske stoffer kan forarsage baseparsubstitutioner i genomet hos denne mikroorganisme.

Bakterier eksponeres for teststoffet bide med og uden metabolisk aktivering. Efter en - passende:

inkubationstid 1 minimalmedium tzlles tilbagemuterede kolonier (revertanter), og der sammenlignes
med antallet af spontane revertanter pA en ubehandlet udsiet plade og/eller pi en plade tilsat
oplesningsmiddel som kontrol.

Kvalitets kriterier

Ingen.

Beskrivelse af testmetoden

Der kan benyttes felgende metoder ved denne bestemmelse:
1. forinkubationsmetoden, og

2. direkte inkorporering, hvorved bakterier og teststof blandes i topager og haldes ud over en selektiv
agarplade.

Forberedelser

Bakterier

Bakterierne dyrkes ved 37° C, til de nir slutningen af den eksponentielle fase eller begyndelsen af den
stationare fase. Celletztheden bor ligge omkring 108 til 10° celler pr. ml.

Metabolisk aktivering

Bakterierne eksponeres for teststoffet bdde med og uden en passende leverenzymaktiveringsblanding (en

co-faktor tilsat den mikrosomholdige supernatant fra lcvcrhomogenatet) fremstillet fra mus eller rotter,
som er forbehandlet med enzyminducerende stoffer.

__ De Europ=iske Fallesskabers Tidende ‘ 19. 9. 84
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1.6.2. Forsegsbetingelser

1.6.2.1. Teststammer

Der skal anvendes tre stammer, WP2, WP2 uvrA og WP2 uvrA pkM 101. Der benyttes anerkendte
metoder ved dyrkning og opbevaring af stamkulturer. Stammernes vakstkrav og genetiske identitet
samt deres falsomhed over for ultraviolet lys eller mitomycin C skal underseges. WP2 uvr A pKM 101’s
modstandsdygtighed over for ampicillin skal undersoeges. Stammerne ber ogsid producere spontane
revertanter indenfor det interval, der kan forventes.

1.6.2.2. Medier

Der anvendes et passende selektivt medium, som- fremmer mutanternes udvikling, og en egnet
topagar.

1.6.2.3. Negative og positive kontrolkulturer

Der skal anvendes bide ubehandlet kontrol og kontrol med oplesningsmiddel. Postiv kontrol skal
anvendes til to formal:

(i) Til at bekrafte folsomheden af bakteriestammerne. Ved tests uden metabolisk aktivering
kan anvendes metyl-metan-sulfonat, 4-pitroquinolinoxid -eller etylnitrosourinstof som- positiv
kontrol.

(ii) Til at sikre, at det anvendte metaboliske system har aktivitet. En positiv kontrol for et metabolisk
system til alle stammer er 2-aminoantracen. Hvis det er muligt, ber der som positiv kontrol
anvendes en kemisk forbindelse af samme type som teststoffet.

1.6.2.4. Mzngde af teststof pr. plade

Mindst fem forskellige mangder af teststoffet proves med semilogaritmiske dosisintervaller. Stoffet -
proves i mangder op til gransen for opleselighed eller toksicitet. Toksicitet erkendes ved en reduktion i
antal af spontane revertanter, pladens dybdegennemskinnelighed, eller i overlevelsesgraden af behand-
lede kulturer. lkke-toksiske stoffer skal testes op til fem mg pr. plade for de betragtes som negative.

1.6.2.5. Inkubationsbetingelser

Pladerne inkuberes ved 37° C i 48 til 72 timer.

1.6.3. Fremgangsmdde

Ved direkte pladetest (uden enzymaktivering) tilsattes teststoffet og 0,1 ml frisk bakteriekultur 2,0 ml
af topagar. Hvis testen udferes med metabolisk aktivering, tilszttes der 0,5 ml leverenzymaktiverings-
blanding indeholdende en passende mangde mikrosomer til topagaren, efter at teststoffet og bakterierne
er tilsat. Praveglassets indhold blandes og hxldes ud over en plade med en selektiv agar. Topagaren fir
lov til at sterkne, og pladerne inkuberes ved 37° C i 48 til 72 timer. Ved inkubationsperiodens slutning
tzlles antallet af tilbagemuterede kolonier pr. plade.
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3.1.

3.2,

Ved forinkubationsmetoden forinkuberes en blanding af teststoffet, 0,1 ml frisk bakteriekultur og en
passende mangde leverenzymaktiveringsblanding eller en tilsvarende mangde buffer, for de 2,0 ml
topagar tilszties. De ovrige dele af denne metode er identisk med den direkte pladetest.

Ved begge metoder foretages al udsining parallelt pd mindst tre pladér.

DATA

Antallet af tilbagemuterede -kolonier pr. plade registreres bide for. de behandlede kulturers og for
kontrolkulturernes vedkommende.

Alle optzllinger pi enkeltplader, det gennemsnitlige antal tilbagemuterede kolonier pr. plade samt
standardafvigelser skal angives bide for de plader, der har varet eksponeret for teststoffet og for
kontrolpladerne. Alle resultater skal efterpraves i et uafhangigt forseg. Evaluering af de fremkomne
data ber foretages under anvendelse af passende statistiske metoder.

RAPPORTERING

Forsegsrapport

Forsegsrapporten skal i videst muligt omfang indeholde folgende informationer:
— anvendte bakteriestammer;

— forsegsbetingelser: doser, toksicitet, ssmmensatning af medier, fremgangsmader, leverenzymakiive-
ringsblanding, negative kontroller;

— optallingen p4 de enkelte plader, det gennemsnitlige antal tilbagemuterede kolonier pr. plade,
standardafvigelse, om muligt en dosis-virkningskurve;

— diskussion af resultaterne;

— fortolkning af resultaterne.
Vurdering og fortolkning

Se den generelle indledning til afsnit B (punkt C).

LITTERATURHENVISNING

Se den generelle indledning til afsnit B (punkt D).
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B. 14. ANDRE VIRKNINGER, MUTAGENICITET
SALMONELLA TYPHIMURIUM — TILBAGEMUTATIONSTEST

1. METODE

1.1 Indledning

Se den generelle indledning til afsnit B (punkt A). -

1.2. Definitioner

Se den generelle indledning til afsnit B (punkt B).

1.3. Referencestoffer
Ingen.
1.4. Princip for testmetoden

En tilbagemutation hos Salmonella typhimurium i histidin (his) operonet his~ — his+ er grundlaget for,
at kemiske stoffer kan fordrsage baseparsubstitutioner eller frameshiftmutationer i genomet hos denne
mikroorganisme.

Bakterier eksponeres for teststoffet bide med og uden metabolisk aktivering og uds3s pi plader med
minimalmedium. Efter en passende inkubationstid telles tilbagemuterede kolonier (revertanter), og der
sammenlignes med antallet af spontane revertanter pd en ubehandlet udsiet plade og/eller pa en plade
tilsat oplesningsmiddel som kontrol.

1.5. Kvalitets kriterier
Ingen.
1.6. Beskrivelse af testmetoden
1.6.1. Forberedelser
1.6.1.1. Bakterier

Nyfremstillede bakteriekulturer dyrkes ved 37° C til de ndr slutningen af den eksponentielle fase eller

begyndelsen af den stationzre fase. Celletztheden ber ligge omkring 108 til 10? celler pr. ml.
1.6.1.2. Metabolisk aktivering

Bakterierne eksponeres for teststoffert med og uden en passende leverenzymaktiveringsblanding (en

co-faktor tilsat den mikrosomholdige supernatant fra leverhomogenatet) fremstillet fra mus eller rotter,
som er forbehandlet med enzyminducerende stoffer.

1.6.2. Forsagsbetingelser
1.6.2.1. Teststammer

Der anvendes mindst fire stammer TA 1535, TA 1537, TA 98 og TA 100. Andre stammer som
TA 1538 kan anvendes supplerende. Der benyttes anerkendte metoder ved dyrkning og opbevaring af
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stamkulturer. Stammernes vakstkrav og genetiske identitet samt deres folsomhed over for ultraviolet lys
og krystalviolet og deres modstandsdygtighed over for ampicillin skal underseges. Stammerne ber ogs4
producere spontane revertanter indenfor det interval, der kan forventes.

1.6.2.2. Medier

Der anvendes et passende selektiv medium og en egnet topagar.

1.6.2.3. Negative og positive kontroller

Der anvendes bide ubehandlet kontrol og kontrol med oplesningsmiddel. Positiv kontrol skal anvendes
til to formal:

(i) Til at bekrzfte folsomheden af bakteriestammerne. Folgende stoffer kan anvendes i tests uden
metabolisk aktivering.

Stamme Reverteres med
TA 1535 TA 100 Natriumazid

- TA 1538 TA 98 2-nitrofluoren
TA 1537 9-aminoacridin.

(ii) For at sikre, at det anvendte metaboliske system har aktivitet. En positiv kontrol for et metabolisk
system til alle stammer er to-aminoanthracen. Hvis det er muligt, ber der som positiv kontrol
anvendes en kemisk forbindelse af samme type som teststoffet.

1.6.2.4, Mangde af teststof pr. plade

Mindst fem forskellige mangder af teststoffet preves med semilogaritmiske dosisintervaller. Stoffet
proves i mangder op til grensen for opleselighed eller toksicitet.

Toksicitet erkendes ved en reduktion i antal af spontane revertanter, pladens dybdegennemskinnelighed,
eller i overlevelsesgraden af behandlede kulturer.

Ikke- toksiske stoffer skal testes op til fem mg pr. plade for de betragtes som negative.

1.6.2.5. Inkubationsbetingelser

Pladerne inkuberes ved 37° C i 48 til 72 timer.

1.6.3. Fremgangsmdde

Ved den direkte pladetest (uden enzymaktivering) tilszttes teststoffet og 0,1 ml frisk bakteriekultur
2,0 ml af topagar. Hvis testen udferes med metabolisk aktivering, tilszttes der 0,5 ml leverenzymaku-
veringsblanding indeholdende en passende mazngde mikrosomer til topagaren efter at teststoffet og
bakterierne er tilsat. Proveglassets indhold blandes og hzldes ud over en plade med en selektiv agar.
Topagaren fir lov at sterkne og pladerne inkuberes ved 37° C i 48 til 72 timer. Ved inkubationsperio-
dens slutning tzlles antallet af tilbagemuterede kolonier pr. plade.

Ved forinkubationsmetoden forinkuberes en blanding af teststoffet, 0,1 ml frisk bakteriekultur og en
passende mangde buffer, for de 2,0 ml topagar tilszttes. De ovrige dele af denne metode er identiske
med den direkte pladetest.

Ved begge metoder foretages udsining parallelt pi mindst tre plader.
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2. DATA

Antallet af tilbagemuterede kolonier pr. plade registreres bide for de behandlede kulturers og for
kontrolkulturernes vedkommende.

Alle optazllinger p4 enkelte plader, det gennemsnitlige antal tilbagemuterede kolonier pr. plade samt
standardafvigelser skal angives bide for de plader, der har varet eksponeret for teststoffet og for
kontrolpladerne.

Alle resultater skal efterproves i et uafhzngigt forseg. Evaluering af de fremkomne data ber foretages
under anvendelse af passende statistiske metoder.

3. RAPPORTERING -

3.1. Forsegsrapport

Forsagsrapporten skal i videst muligt omfang indeholde folgende informationer:
— anvendte bakteriestammer;

— forsegsbetingelser: doser, toksicitet, sammensatning af medier, fremgangsmider, leverenzymaktive-
ringsblanding, positive kontroller, negative kontroller;

— optzlling pd de enkelte plader, de[. gennemsnitlige antal tilbagemuterede kolonier pr. plade,
standardafvigelse, om muligt en dosis-virkningskurve;

— diskussion af resultaterne;

— fortolkning af resultaterne.

3.2. Vurdering og fortolkning

Se den genérelle indledningtil afsnit B (punkt C).

4. LITTERATURHENVISNINGER

Se den generelle indledning til afsnit B (punkt D).



Nr. L 251/146 » De Europziske Fzllesskabers Tidende 19.9. 84

AFSNIT C: METODER TIL BESTEMMELSE AF OKOTOKSICITET

C. 1. AKUT TOKSICITET FOR FISK

1. METODE

1.1. Indledning

S4 vidt muligt er det onskeligt at have oplysninger om teststoffets vandopleselighed, damptryk, kemiske
stabilitet, dissociationskonstanter og bionedbrydelighed til hjzlp ved valg af den mest hensigtsmassige
testmetode (statisk, semistatisk eller gennemleb) for at sikre tilfredsstillende konstante koncentrationer
af teststoffet under prevens forleb,

Andre p3budte oplysninger, som f. eks. strukturformel, renhedsgrad, art og procentdel af betydende
urenheder, tilstedevarelse og mangde af tilsztningsstoffer, samt n-octanol/vand-fordelingskoefficien-
ten, ber tages i betragtning bide ved planlzgningen og fortolkningen af resultaterne fra testen.

1.2. Definitioner og enheder

Akut toksicitet er erkendbar uensket virkning, der fremkaldes hos en organisme inden for kort td
(dage) ved eksponering med et stof. I denne test udtrykkes akut toksicitet som den mediane dedelige
koncentration (LCgq), det vil sige den koncentration i vand, som drazber 50 % af fiskene i en
forsegsgruppe under eksponering i en sammenhangende periode. Eksponeringstiden skal angives.

Alle koncentrationer af teststoffet er angivet i vagt/volumenforhold (mg:l} og ogsd udtrykkes som
vagt/vagtforhold (parts pr. million).

1.3. Referencestoffer

Et referencestof kan testes for at vise, at testdyrenes folsomhed ikke har @ndret sig vasentligt under
laboratoriets forsegsbetingelser.

Der er ikke specificeret referencestoffer til denne test.

1.4. Metodens princip

Fiskene udsattes for teststoffet (-stofferne) i vand i en r&zkke koncentrationer og i en periode pi mindst
48 timer, men helst 96 timer. Dedeligheden registreres med hejst 24 timers mellemrum, og man
beregner, hvor det er muligt, de koncentrationer, der pA hvert observationstidspunkt drzber 50 % af
fiskene (LCsy).

1.5. Kvalitetskriterier

— Dedeligheden i kontrolgruppen ma ikke overstige 10 % ved prevens afslutning.
— Oxygenkoncentrationen skal vare > 60 % matning gennem hele forsoget.

— Det mi godtgeres, at teststoffets koncentration har varet holdt tilfredsstillende i forsegsperioden
(f. eks. mindst 80 % af den initiale koncentration) enten ved analyse eller ud fra stoffets kemiske
egenskaber eller ved hjzlp af det anvendte testsystem.
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1.6. Beskrivelse af testmetoden
Tre typer procedurer kan anvendes:

Statisk . test:

Toksicitetstest med akvatiske organismer, hvor der ikke foregdr gennemleb af testoplesning. (Oples-
ningerne udskiftes ikke under testens forlab.)

Semi-statisk test:

Test uden gennemlab af testoplesning, men med regelmassig total udskiftning af testoplesning med
lengere tidsintervaller (f. eks. 24 timer).

Gennemlobstest:

Toksicitetstest, hvor vandet konstant fornys i testkamrene, og hvor teststoffet transporteres med det
vand, der fornyr testmediet.

1.6.1. Reagenser

1.6.1.1. Teststofoplesninger

Stamoplesninger af den pikrzvede styrke fremstilles ved oplesning af stoffet i afioniseret vand eller
vand beskrevet i 1.6.1.2.

Stamoplesninger af stoffer med lav vandopleselighed kan fremstilles gennem ultrasonisk dispersion
eller, om nedvendigt, ved brug af organiske oplesningsmidler, emulgatorer eller dispergeringsmidler.
Nir sidanne hjzlpestoffer anvendes, skal kontrolfiskene udszttes for samme koncentration af disse
stoffer, som anvendes ved den hejeste koncentration af teststoffet. Koncentrationen af hjzlpestoffer ber
ikke overstige 0,1 g/1.

De valgte testkoncentrationer fremstilles ved fortynding af stamoplesningen. Hvis heje koncentrationer
testes, kan stoffet opleses direkte i det vand som ellers anvendes til fortynding.

Proven skal udferes uden justering af pH. Hvis der konstateres en vasentligt pH-andring, anbefales det,
at gentage testen med justeret pH, og disse resultater rapporteres. I s tilfxlde skal stamoplesningen
justeres til pH af det vand som anvendes til fortynding, hvis der ikke er serlige grunde til at undlade
dette. Til justering af pH ber HCl og NaOH foretrakkes. Justering af pH skal foregd p3 en sidan
made, at koncentrationen af teststof i stamoplesningen ikke @ndres signifikant. Sifremt der sker en
kemisk reaktion eller en udfaldning af teststoffet ved justeringen, ber dette rapporteres.

1.6.1.2. Vand til opbevaring og fortynding

Drikkevand (ikke forurenet med skadelige koncentrationer af klor, tungmetaller eller andre stoffer),
naturlige forekommende vand af god kvalitet, eller kunstigt fremstillet ferskvand (se tilleg 1) kan
bruges. Vand med en total hirdhed mellem 50 og 250 mg/l (som CaCOj;) og med pH 6,0—8,5 ber
foretrzkkes.

1.6.2.

b

Apparatur
Alt apparatur skal vare af kemisk inert materiale.

— Automatisk fortyndingssystem (til gennemlebstesten).
— Oxygenmailingsudstyr.

— Udstyr til hardhedsbestemmelse af vand.

— Passende apparatur til temperaturkontrol.

— pH-meter.



Nr. L 251/148 De Europziske Fallesskabers Tidende 19.9. 84

1.6.3. Testfisk
En eller flere arter kan bruges- og vaziges af det afprevende laboratorium.

Det foreslas, at arterne valges pa basis af vigtige, praktiske kriterier som, hvorvidt de er til ridighed
hele 4ret, hvor let de er at holde, deres egnethed til testning, deres relative folsomhed og andre
okonomiske, biologiske eller ekologiske faktorer af betydning. Fiskene skal vzre i god helbredstilstand
og uden nogen synlige misdannelser.

Fiskearter, som anbefales til denne test, er angivet i bilag 2.

1.6.3.1. Opbevaring

Testfisk skal fortrinsvis komme fra en enkelt bestand og vare af samme lzngde og alder. Fiskene skal
holdes i mindst 12 til 15 dage under felgende betingelser:

Kar:

Der anbefales mindst 300 1 til koldevandsfisk, mindst 100 1 til varmtvandsfisk.
Belastning:

Passende for systemet (recirkulation eller gennemleb) og fiskearten.

Vand:

Se 1.6.1.2.

Lys:

12 til 16 timers lys dagligt.

Koncentration af oplest oxygen:

Mindst 80 % matning.
Fodring:
Dagligt eller tre gange ugentligt, sidste gang 24 time for testen begyndes.

1.6.3.2. Deodelighed

Efter en 48 timers tilvaermingsperiodé registreres dedeligheden og felgende kriterier anvendes:
— Storre end 10 % af populationen pa syv dage: hele partiet kasseres.

— Mellem 5 og 10 % af populationen: observationsperioden forlzngés med yderligere syv dage. Hvis
der ikke sker flere dedsfald, kan partiet accepteres, i modsat fald mi det kasseres.

- Mindre end 5 % af populationen: partiet accepteres.-
pPop P P

1.6.4. Tilvenning

Alle fisk skal udsazttes for vand af den kvalitet og med den temperatur, som skal anvendes i testen, i
mindst syv dage, fer de skal tages i anvendelse.

1.6.5. Provens udforelse

Forud for en endelig test kan foretages en indledende prove med det formal at fi oplysninger om det
koncentrationsinterval, som skal anvendes i hovedtesten.
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Udover testserien skal medtages en kontrolgruppe uden teststoffet, men med de beherige hjzlpestof-
fer.

Koncentrationerne mi ikke falde mere end 20 % i forsegsperioden. Afhangig af teststoffets fysiske og
kemiske egenskaber, vzlges en statisk eller semi-statisk test eller en gennemlabstest som den mest
hensigstmassige, for at opfylde dette krav.

Fiskene udszttes for stoffet som beskrevet nedenfor.

Varighed:
Mindst 48 timer, men helst 96 timer.
Antal dyr:

Mindst ti pr. koncentration.

Kar:
Af passende kapacitet i relation til den anbefalede belastning.
Belastning:

For statiske og semi-statiske tests, anbefales 1,0 g/] som den maksimale belastning. For gennemlebs-
systemer kan en sterre belastning accepteres.

Testkoncentration:

En kontrol og mindst fem koncentrationer, som afviger med en konstant faktor p4 hejst 1,8, og som
dzkker intervallet 0—100 % dedelighed.

Vand:

1.6.1.2.

Lys:

12 dl 16 dmers lys dagligt.

Temperatur:

Passende for arten (Bilag II) men indenfor + 1 °C i testperioden.
Koncentration af oplest oxygen:

Ikke mindre en 60 % mztning ved den valgte temperatur.
Fodring:

Ingen.

Fiskene inspiceres efter de forste to til fire timer og med hgjst 24 timers mellemrum. Fisk betragtes som
dede, hvis beraring af haleroden ikke giver nogen reaktion og ingen respirationsbevegelser er synlige.
Dede fisk fiernes, nir de observeres, og dedeligheden noteres.

Synlige abnormaliterer (f. eks. tab af ligevagt, @ndringer i svemmeadfard, respirationsbevagelse,
pigmentering osv.) noteres.

Maling af pH, oplest oxygen og temperatur skal foretages dagligt.

2. DATA OG BED@MMELSE

Den procentvise dedelighed aftegnes for hver anbefalet cksponeringsperiod: mod koncentrationen pi
logaritmisk sandsynlighedspapir. P4 ejem3l tilpasses en kurve til punkterne og koncentrationen svarende
til 50 % respons aflases (se figur i tilleg 3).
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Dette er LCs, for den pigaldende eksponeringsperiode.

Nir de opniede data er dekkende, kan den mediane koncentration, LCs, og dens konfidensgranser
(p = 0,05) beregnes ved hjzlp af standarprocedurer.

LCsp-vaerdien afrundes til eet (eller hejst to) betydende cifre.

I de tilfzlde, hvor hzldningen af koncentration/ % responskurven er for stejl til at LCs,, kan beregnes,
er en grafisk bestemmelse tilstrekkelig.

Nir to pa hinanden folgende koncentrationer med et forhold pa 1,8 kun giver 0'og 100 % mortalitet, er
disse to verdier tilstrakkelige som angivelse for LCs, intervallet.

Hvis man bemarker, at teststoffet ikke kan holdes stabilt eller homogent, skal dette anferes, og man mi
vare forsigtig ved fortolkningen af resultaterne.

RAPPORTERING

Testrapporten ber om muligt indeholde:

— Oplysninger om testorganismen (videnskabeligt navn, stamme, leverander, enhver forbehandling
samt antal og sterrelse, der er brugt ved hver testkoncentration).

— En liste over de anvendte koncentrationer og alle tilgzngelige oplysninger vedrerende stabiliteten af
testkemikaliet ved de anvendte koncentrationer.

— Beskrivelse af testudstyret.
— Hyvis kemiske analyser er udfert, skal metoder og resultater angives.

— Oprindelsen af vand brugt til fortynding og dets vigtigste kemiske egenskaber (pH, hirdhed og
temperatur).

— Koncentrationen af hjzlpestoffer.
— 1 tilfalde af tungtopleselige stoffer angives metoden til fremstilling af stam- og testoplesninger.

— Grunde for valg af og detaljer vedrerende den anvendte testprocedure, (f. eks. varighed, statisk,
semi-statisk, tilsztningshastighed, gennemlebshastighed: beluftning, antal af fisk osv.).

— Lysforhold.
— Hojeste testkoncentration, der ikke forirsager dedsfald inden for testperioden.
— Laveste testkoncentration, der forirsager 100 % dedelighed inden for testperioden.

— Kumulative dodelighed for hver koncentration og i kontrolpreven (eller kontrol med hjzlpestoffet,
hvis pikravet) p4 de anbefalede observationstidspunkter.

— Vardier for LCsy pd hvert af de anbefalede observationstidspunkter (om muligt med 95 %
konfidensgranser).

— Statistiske meroder, som er anvendt til bestemmelse af LCsy.
— Afbildning af koncentrations-% responskurve ved slutningen af testen.

— Om muligt hzldning af koncentrations-% responskurven ved afslutningen af testen og dens 95 %
konfidensgranser. :

— Koncentration af oplest oxygen, pH og temperatur for hver 24 timer.
— Huis der er anvendt referencestof, skal de opniede resultater anferes.

— Det mi godtgeres at kvalitetskriterierne er opfyldt.

REFERENCER

(1) OECD, Paris 1981, Test Guideline 203, Decision of the Council C(81) 30, Final.
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Tilleg 1

Kunstigt fremstillet ferskvand

Eksempel pd brugbart vand til fortynding

Alle kemikalier skal vare af analytisk renhedsgrad. Vandet skal vare destilleret vand af god kvalitet
eller afioniseret vand med en ledningsevne p4 mindre end 5 pScm-1.

Stamoplesning

CaCl, : 2H,0 Calciumchlorid dihydrat 11,76 g,
oplest i vand ad 1 liter. v

MgSO, : 7H,0 Magnesiumsulfat heptahydrat : 493 g,
samme procedure

NaHCO; Natriumhydrogencarbonat 2,59 ¢,
samme procedure.

KCIl Kaliumchlorid 0,23 g.

samme procedure -

Kunstigt fremstillet ferskvand til fortynding
Bland 25 ml af hver af de fire stamoplesninger og fortynd til en liter med vand.
Beluft indtil koncentrationen af oplest oxygen svarer til matningsvardien. ‘

pH skal vere 7,9 + 0,3. Om nedvendigt justeres med NaOH (Natriumhydroxid) eller HCI
(Hydrogenchlorid).

Det siledes fremstillede vand til fortynding henstdr i ca. 12 timer og behever ikke. at -blive beluftet
yderligere.

Summen af Ca- og Mg-ioner i denne oplasning er 2,5 mmol/l. Forholdet mellem Ca- Mg-ioner er 4:1
og mellem Na-K-ioner 10:1. Den totale basestyrke af denne oplesning er 0,8 mmol/l.

Afvigelser ved fremstillingen af fortyndingsvandet m4 ikke medfere ®ndringer i vandets sammensatning
eller egenskaber.
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Tilleg 2

Fiskearter, der anbefales til testning

Anbefalet Alnbefglet
temperatur zngde
Anbefalede arter insecrval af testdyr
(°C) {cm)
Brachydanio rerio (Teleostei, Cyprinidae) (Hamilton-Bucha-
nan
Zebrafisk ‘ 20 til 24 3,0 £ 0,5
Pimephales promelas (Teleostei, Cyprinidae) 20 ul 24 50+ 290
Cyprinus latipes (Teleostei, Cyprinidae) (Linne 1758)
Karpe 20 ul 24 6,0 + 2,0
Oryzias latipes (Teleostei, Poeciliidae) (Schlegel 1850) 20 ul 24 30+1,0
Poecilia reticulata (Teleostei, Poeciliidae) (Peters 1859)
Guppy 20 ul 24 3,0+ 1,0
Lepomis macrochirus ( Teleostei, Centrarchidae)
{Linnaeus 1758) 20 ul 24 50 +20
Sabmo gairdneri (Teleostei, Salmonidae) (Richardson 1836) -
Regnbueerred 13 4l 17 6,0 +2,0
Lexciscus idus (Teleostei, Cyprinidae)
(Linne 1758) 20 4l 24 6,0 + 2,0

Opdratsbetingelser

De ovenfor nzvnte fisk er lette at opdratte og eller let tilgzngelige hele iret rundt. De kan opdrzttes
enten i dambrug eller i laboratoriet under sygdoms- og parasitkontrollerede betingelser, sidan at
testdyrene er sunde og af kendt afstamning. Disse fisk er tilgzngelige i store dele af verden.
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Tilleg 3

Eksempel pad koncentration / % dedelighedskurve

Exempel p4 bestemmelse af LCg pa log-probit papir

100

Dedelighed i % (probits)

log koncentration (mg/1)
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Tillzg 4

Liste over eksempler pd standardprocedurer

(1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 203, Decision of the Council C(81) 30, Final.

(2) ISO/TC/147/SC 5/WG/3. — Draft proposal for ‘screening chemicals and products for acute
toxicity to fish using a static, semi-static or flow-through method. — Document 7346/1, 11, Iil,
1980/06/15 I1SO/DP.

(3) Eidgendssiches Department des Innern, Schweiz: Richtlinien fiir Probenahme und Normung von
Wasseruntersuchungsmethoden — Part II 1974.

{4) DIN Testverfahren mit Wasserorganismen. 38 412 (L1) und L (15). -

(5) AFNOR. Determination de la toxicite aigue d’une substance vis-i-vis de Brachydanio rerio.
T90—303.

(6) JIS K 0102. Acute toxicity test for fish.

(7) Degradability, Ecotoxicity and Bioaccumulation. The determination of the possible effects of
chemicals and wastes on the aquatic environment, Volume I and II, Government Publishing Office,
The Hague, The Netherlands 1980.

(8) Environmental Protection Agency 1975. Methods for the Acute Toxicity Tests with fish,
Macroinvertebrates and Amphibians. The Committee on Methods for Toxicity Tests with Aquatic
Organisms. Ecological Research Series EPA-660-75-009. .

{9) Environmental Protection Agency. January 1978. Environmental Monitoring and Support
Laboratory, Office of Research and Development. EPA-600/4-78-012.

(10) Environmental Protection Agency: Toxic Substance Control, March 16 1979, Part IV.
(11) Standard methods for the Examination of Water and Wastewater. 14th edition 1975
APHA-AWWA-WPCF.

{12) Commission of the European Communities. Inter-laboratory test programme concerning the study
of the ecotoxicity of a chemical substance with respect to the fish. CEE Study D.8368, 22 March
1979.

(13) Litchfield, J. T. and Wilcoxon, F. A simplified method for Evaluating dose Effects Experiments, J.
Pharm. Exp. Therap., Vol. 96, 1949, p. 99.
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C. 2. AKUT TOKSICITET FOR DAFNIER

1. METODE

1.1. Indledning

Inden undersogelsen begyndes er det enskeligt si vidt muligt at have oplysninger om stoffets
vandopleselighed, damptryk, kemisk stabilitet, dissociationskonstanter og bionedbrydelighed.

Yderligere oplysninger (f. eks. strukturformel, renhedsgrad, art og mangde af signifikante urenheder,
tilstedevarelse og mangde af tilsztingsstoffer, og fordelingskoefficienten for n-octanol/-vand) ber
indga sdvel i forsegsplanlzgningen som i fortolkningen af resultaterne fra undersegelsen.

1.2, Definitationer og enheder

Direktivets enske om LCsq for dafnier opfyldes ved bestemmelsen af ECsy, som beskrevet i denne
metode,

Den akutte toksicitet udtrykkes ved narvarende undersogelse som den mediane effektive koncentration
(ECsp), som immobiliserer. Dette er den koncentration (udtrykt ved initiale vaerdier), der immoboliserer
50 % af dafnierne i en testgruppe i lobet af en 24 timers forsegsperiode. 48 timers ECg, for
immobilisering kan ogs& bestemmes, hvis det er praktisk muligt.

Immobilisering

De dyr, der ikke er i stand til at svemme i lobet af en periode p4 15 sekunder efter en forsigtig omraring
i praveglasset, anses for at vare immobile.

Alle koncentrationer af det undersogte stof udtrykkes som veagt/-vaegtforhold (parts pr. million).

1.3. Referencestoffer

Et referencestof kan afpreves til en demonstration af, at felsomheden hos de anvendte forsegsdyr under
laboratoriebetingelserne ikke er ndret signifikant.

Der angives ingen referencestoffer til nervarende metode.

1.4. Testmetodens principper

Dafnierne udszttes for stoffet, der skal underseges, tilsat vand i forskellige koncentrationer i 24 timer.
Om nedvendigt kan dette udstrekkes til 48 timer.

Under i ovrigt ens forsogsbetingelser og i et passende koncentrationsomride, vil de forskellige
koncentrationer af et teststof, give forskellige gennemsnitlige grader af pavirkning af dafniernes
svemmedygtighed. Forskellige koncentrationer resulterer i, at forskellige procentdele af dafnierne ikke
er i stand til at svemme ved afslutningen af forseget. Koncentrationerne, der forirsager 0 og 100 %
immobilisering udledes direkte af de ved forseget gjorte observationer, hvorimod 24 timers ECjs,
(respektive 48 timers EC;;) om muligt bestemmes ved beregning.

I nzrverende metode anvendes et statisk system. De anvendte oplesninger udskiftes siledes ikke i
testperioden.

1.5. Kvalitetskriterier

— Immobiliseringen i kontrolpreverne mi ikke overskride 10 % ved afslutning af undersegelsen.
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— oxygenkoncentrationen mé ikke vere under 2 mg/1 ved afslutningen af undersegelsen.

— Dafnier, der anvendes til undersegelsen, ber i det mindste i kontrolgruppen ikke vare fanget af
vandets overflade.

1.6. Metodebeskrivelse
1.6.1. Reagenser
1.6.1.1. Oplesninger af teststofferne

Stamoplesninger af den enskede styrke fremstilles ved at oplese stoffet i afioniseret vand eller vand
beskrevet i 1.6.1.2.

Stamoplesninger af stoffer med lav vandopleselighed kan fremstilles ved ultrasonisk dispergering eller
om nedvendigt ved anvendelse af organiske oplesningsmidler, emulgatorer eller dispergeringsmidler.

- Nir sidanne hjzlpestoffer anvendes, bor kontroldafnierne udszttes for disse hjzlpestoffer i de
koncentrationer, der anvendes ved den hejeste koncentration af teststoffet der undersages. Koncentra-
tionen af sidanne hjzlpestoffer ber ikke overstige 0,1 g/l

De udvalgte testkoncentrationer fremstilles ved fortynding af stamoplesningerne. Hvis hoje koncentra-
tioner skal testes kan stoffet opleses direkte i vandet der anvendes til fortynding.

Undersegelsen ber udferes uden justering af pH. Hvis der observeres store 2ndringer i pH, tilrides det
at gentage forseget med pH-justering og rapportere resultaterne. 1 si tlfelde skal pH-vardien i
stamoplesningen justeres til pH-vardien i oplesningsvandet, medmindre der er specifikke grunde til ikke
at gore dette. HCl og NaOH ber foretrakkes til dette formal. Denne pH-justering ber foretages siledes,
at koncentrationen af teststoffet i stamoplesningen ikke zndres signifikant. Sker der kemiske reaktioner
eller udfzldninger af teststoffet som folge af denne justering, skal dette rapporteres.

1.6.1.2. Opbevarings- og fortyndingsvand

Alt vand, der kan anvendes til dyrkning af dafnier, hvad enten det er naturligt vand eller kunstigt
fremstillet ferskvand (se tillzg), kan anvendes ved undersoegelsen. For at undg at skulle tilvenne forud
for undersegelsen, anbefales det, at bruge samme vand til testen, som er anvendt ved dyrkning af
kulturen.

1.6.2. Apparatur

Normalt laboratorieapparatur og -udstyr bor anvendes. Udstyr, der kommer i kontakt med testoples-
ningerne, ber fortrinsvis vaere fremstillet helt af glas:

— oxygenmiler (med mikroelektroder eller andet passende udstyr til miling af oplest oxygen i prever
med lille rumfang);

— passende apparatur til temperaturkontrol;
— pH-meter;

— udstyr til bestemmelse af vandets hirdhed.

1.6.3. Testorganisme

Daphnia magna eller Daphnia pulex, der er mere end seks timer og mindre end 24 timer gammel ved
forsegets start, dyrket i laboratoriet, fri for ibenbare sygdomme og med en kendt historie (f.eks.
dyrkning — alle forbehandlinger osv.).
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1.6.4. Fremgangsmdde

En forprove kan gi forud for den endelige undersegelse for af opni viden om det koncentrations-
omride, der skal anvendes ved hovedundersegelsen. En kontrolpreve med alle hjzlpestoffer, men uden
det undersogte stof, bor udferes ud over forsogsserierne.

Dafnierne udsettes for stoffet som beskrevet nedenfor:
Varighed:
Mindst 24 timer.

Antal dyr:

Mindst 20 dyr ved hver testkoncentration, helst delt op i fire hold med fem dyr i hver eller to med ti i
hver.

Belastning:

Mindst 2 ml af preveoplesningen ber vere til ridighed for hvert dyr.

Testkoncentration:

Testoplesningen skal fremstilles umiddelbart fer tilsztningen af dafnier, og helst uden brug af andre
oplasningsmidler end vand. Koncentrationerne laves i geometriske serier, med en koncentrationsratio p
1,8. Der medtages tilstrekkelige mange koncentrationer til at opnd 0 og 100 % immobilisering efter
24 timer og til at fi passende antal grader af immobiliseringer til bestemmelse af 24 timers
ECso. ECso-bestemmelsen ber udferes samtidig med kontroltesten.

Vand:
Se 1.6.1.2.

Lys:

En lys-mearke cyklus kan anvendes, men fuldstendigt merke er acceptabelt.

Temperatur:

Provetemperaturen ber ligge mellem 18 og 22 °C, men i den enkelte test bar temperaturen holdes inden
for + 1,0 °C.

Beluftning:
Testoplesningerne mi ikke beluftes ved luftgennembobling.
Fodring:

Ingen.

pH og oxygenkoncentrationen i kontrolpreverne og i alle testkoncentrationerne méles ved slutningen af
forsoget. pH i testoplasningerne bor ikke andres.

Flygtige forbindelser ber underseges i helt fyldte og helt tillukkede beholdere, der er store nok til, at
oxygenmangel undgis. '

Dafnierne undersoges i det mindste efter 24 timers inkubering og igen efter 48 timer, sifremt
forsogstiden forlaenges.

2. DATA OG VURDERING

Afbild den cumulative procentvise immobilisering ved hver koncentration efter 24 timers eksponering,
som funktion af koncentrationerne og pa et logaritmisk sandsynlighedspapier. Tilpas en linje til
punkterne og afles den koncentration, der svarer til 50 % reaktion.

Nir de opniede data er dakkende, kan den mediane koncentration og dens konfidensgranser
(p = 0,05) beregnes ved hjzlp af standardprocedurer. o
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EC;y-vardien ber rundes af til en (eller hejst to) betydende ciffer.

I de tilfzlde, hvor hzldningen af kurven over koncentrations / % responskurven er for stejl, til at en
beregning af ECs, er mulig, er et grafisk estimar tilstrekkeligt.

Nir to p4 hinanden felgende koncentrationer med en ratio pd 1,8 kun giver 0 og 100 % immobilisering,
er disse to vardier tilstrzkkelige som angivelse for ECs intervallet.

Huvis det observeres, at stabiliteten eller homogeniteten af det undersegte stof ikke kan opretholdes, ber
man vere forsigtig med tolkningen af resultaterne, og det ber rapporteres.

RAPPORTERING

Forsegsrapporten skal, om muligt, indeholde:

— Oplysninger om den anvendte organisme (videnskabeligt navn, stamme, herkomst, forbehandlinger,
dyrkningsmetoder — inklusive kilde, art og mangde af foder og fodringsfrekvens).

— Antal dafnier anvendt ved hver testkoncentration.

— Liste over de anvendte koncentrationer og tilgengelige oplysninger om stabiliteten af teststoffet ved
de koncentrationer, der er anvendt i testoplesningerne.

— Beskrivelse af forsegsbeholdere, testoplesningernes rumfang i hver beholder, antal af dyr i hver
beholder.

— Hoyvis der er udfert kemiske analyser: de anvendte metoder og opniede resultater.
— Oprindelse af vand anvendt til fortynding og dets vasentligste kemiske karakteristika.
— Metode til fremstilling af stam- og testoplesninger.

— Koncentrationer af alle anvendte hjzlpestoffer (organiske oplesningsmidler, dispergeringsmidler
osv.).

— Lysforhold.
— Hojeste testkoncentration, som ikke giver immobilisering i undersegelsesperioden.
— Laveste testkoncentration, som giver 100 % immobilisering i undersogelsesperioden.

— Kumulativ immobilisering i blindpreven, i kontrolpreven med hjzlpestofferne og i hver afprevet
koncentration i de(n) anbefalede observationstid{er) (24 eller 24 og 48 timer).

— ECso-vardier for hver af de anbefalede observationstider (med 95 % konfidensinterval om
muligt).

— Afbildning af den tilherende koncentration/ % responskurve opndet ved slutningen af forseget.
— Statistiske metoder, der er anvendt ved bestemmelsen af ECgy-vardien.

— Om muligt hzldningen af koncentration-/% responskurven ved 24 timer med titherende 95 %
konfidensinterval.

— Koncentration af oplest oxygen, pH-vardier, temperatur af preveoplesningerne.
— Houvis der anvendes et referencestof, md dets navn og opniede resultater anferes.

— Opfyldelse af kvalitetskriterierne.

REFERENCER

(1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 202. Decision of the Council C(81) 30. Final.

(2) ISO Inhibition of mobility of Daphnia magna Straus (Cladocera — crustacea) 1SO/6341.

(3) AFNOR Inhibition of mobility of Daphnia magna Straus (Cladocera —crustacea) NFT 90 301.
(4) DIN Testverfahren mit Wasserorganismen 38412 (L1) und (L11).
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Tilleg

Kunstigt fremstillet ferskvand

Eksempel pd egnet vand til fortynding
Alle kemikalier skal vare af analytisk renhedsgrad.

Vandet skal vare destilleret vand af god kvalitet eller afioniseret vand med en ledningsevne pa under
5 uScm-1,

Stamoplosning
CaCl, + 2H,0 Calciumchlorid dihydrat 11,76 g,
oplest i 11 vand

MgSO, + 7H,0 Magnesiumsulfat heptahydrat 4,93 g,
samme procedure

NaHCOj; Natriumhydrogencarbonat 2,59¢g,
samme procedure

KCl Kaliumchlorid 0,23 g.
samme procedure

Kunstigt fremstillet ferskvand til fortynding

Bland 25 ml af hver af de fire stamoplesninger og fyld op til 1 liter med vand.

Beluft indtil koncentrationen af oplest ilt svarer til mamingsvardien.

pH skal vaere 7,9 + 0,3. Om nedvendigt justeres pH med NaOH (natriumhydroxid) eller HCI
(hydrogenchlorid).

Det pd denne mide fremstillede vand til fortynding, stilles til side i ca. 12 timer og behever ikke beluftes
yderligere.

Summen af Ca- og Mg-ioner i denne oplesning er 2,5 mmol/l. Forholdet mellem Ca- og Mg-ioner er 4:1
og mellem Na- og K-ioner er det 10:1. Den totale alkaliritet af denne oplesning er 0,8 mmol/l.

/Endringer i fremstillingen af fortyndingsvandet m3 ikke ®ndre sammensetningen eller egenskaberne af
vandet.
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C. 3. NEDBRYDNING

BIOLOGISK NEDBRYDNING: MODIFICERET OECD SCREENING TEST

1. METODE

1.1. Indledning

Formalet med metoden er at mile bionedbrydeligheden af vandopleselige, ikke flygtige organiske stoffer
i et aerobt, vandigt milje ved en begyndelseskoncentration svarende til § til 40 mg DOC/! (DOC =
dissolved organic carbon, dvs. oplest organisk kulstof pr. liter). Hvis detektionsgrensen for maleappa-
rater til bestemmelse af organisk kulstof forbedres, kan brugen af lavere testkoncentrationer vare
fordelagtig, is®r for toksiske stoffer. Indholdet af organisk kulstof i teststoffet ma vare kendt.

Metoden er kun anvendelig for de organiske teststoffer, der ved den anvendte testkoncentration,
— i det mindste er opleselige i vand ved testkoncentrationerne (§ til 40 mg DOC/1),

— har et ubetydeligt damptryk,

— ikke er h#mmende over for bakterier, og som

— ikke adsorberes vasentligt til glasoverflader.

Oplysninger om stoffets toksicitet over for mikroorganismer kan vazre nyttig for fortolkningen af lave
resultater og ved valget af passende testkoncentrationer.

Oplysninger om stoffets toksicitet over for mikroorganismer kan vare nyttig for fortolkningen af lave
resultater og ved valget af passende testkoncentrationer.

1.2. Definitioner og enheder

Nedbrydningen er defineret som den del af teststoffet, som forsvinder, ucitrykt i procent DOC--

fjernelse. .

D= [1—S =S| x 100,
Co - Coxoy

hvor

D, = nedbrydning i procent DOC fjernet til tiden t,

Co = startkoncentration af DOC i kulturmediet (mg DOC/1),

C, = koncentration af DOC i kulturmediet til tiden t (mg, DOC/1),

Cpyoy = startkoncentration af DOC i blindpreven (mg DOC/I),

Coiry = koncentration af DOC i blindproven til tiden t (mg DOC/I).
1.3. Referencestoffer

Det er enskeligt at bruge passende kontrolkemikalier til at kontrollere aktiviteten af inoculum. F. eks.
kan anilin, natriumacetet eller natriumbenzoat bruges hertil og de skal udvise en DOC-fijernelse p mere
end 70 % inden for ti dage, regnet fra den dag, hvor det observerede niveau af bionedbrydning ferst
overskrider 10 %. Hvis ikke disse resultater opnis inden for en testperiode af 28 dage, anses testen for
ugyldig og skal gentages med et inoculum fra en anden kilde.
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1.4. Metodens princip

En forudbestemt mangde af stoffet opleses i et uorganisk medium (mineralsk nzringsoplesning, tilsat
sporelementer og essentielle vitaminer) til en koncentration svarende dl 5 til 40 mg DOC/]. Oplesnin-
gen inokuleres med et lille antal mikroorganismer fra en blandet population og gennemluftes ved 20 sl
25 °C i merke eller i kun diffust lys.

Nedbrydningen falges ved hjalp af DOC analyse gennem en 28 dages periode.

Proceduren efterproves ved hjzlp af et kontrolstof. En DOC-blindpreve gennemferes i en parallel test,
der hverken indeholder teststof eller kontrolstof.

1.5. Kvalitetskriterier

Metodens reproducerbarhed er efterprevet i OECD- og E@F-ringtests og fundet passende for en
screening-test.

Den laveste koncentration af teststoffer, ved hvilken denne metode kan bruges er stort set bestemt af
folsomhedsgrznsen for organisk kulstof (0,5 mg C/! pi nuvarende stade) og af koncentrationen af
oplest organisk kulstof i nzringsoplesningen.

1.6. Beskrivelse af testmetoden
1.6.1. Reagenser
1.6.1.1. Vand

Deioniseret eller destilleret vand uden indhold af toksiske stoffer (specielt kobber) til alment brug som
oplesningsmiddel. Vand, som er blevet deioniseret ved destillation eller ved ionbytning, er passende.

Det destillerede (eller deioniserede) vand m3 ikke indeholde mere end 10 % af det organiske kulstof,
som tilfares med teststoffet.

En hej renhed af vandet er nedvendig i betragtning af, at DOC analyserne foretages i koncentrations-
intervallet O til 40 mg/1. Forureningerne stammer fra uundgelige urenheder, men ogs3 fra ionbytterre-
siner og mikrobiel vakst (bakterier, alger under indflydelse af lys, osv.). Kun vand fra samme
beholdning ma anvendes til hver testserie, og vandet skal kontrolleres forud ved DOC analyser. Om
nedvendigt kan passende vand fremstilles ved UV-bestriling eller pA anden made.

1.6.1.2. Naringsoplesning

Nezringsoplesningen indeholder 1 ml af hver af de folgende oplesninger (a) til (f) pr. liter vand (1.6.1.1)
(PA betyder at reagenserne er af analytisk renhedsgrad = AR).

a) KH,PO, kaliumdihydrogenphosphat ‘ PA 85 g,
K,HPO, Kaliumhydrogenphosphat PA 21,75¢g,
Na,HPO,-2 H,O natriumhydrogenphosphat dihydrat PA PA334 g,
NH,Cl ammoniumchlorid PA 20,0 g

opleses i vand (1.6.1.1) til 1 000 ml.
pH skal vare 7.2;

b) MgSO,-7H,0 magnesiumsulfat haptahydrat PA 22,50 g,
oplases i vand (1.6.1.1) il 1 000 mi;
¢) CaCl, calciumchlorid PA27,50g

opleses i vand (1.6.1.1) til 1 000 ml;
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1.6.1.3.

1.6.1.4.

1.6.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.2.5.

1.6.3.

d) FeCl;-6 H,O jern(IIl)chlorid hexahydrat PA 0,25¢g
opleses i vand (1.6.1.1) til 1000 ml; ‘
denne oplesning laves forst umiddelbart fer brug;

e) sporstofoplosning

MnSO,-4 H,O Mangan(Il)sulfat tetrahydrat (= 30,23 mg, Mn504, 2H,0) PA 39,9 mg
H;BOjsborsyre PA 57,2 mg
ZnSO,4-7H,0 zinksulfat heptahydrat PA 42,8 mg
(NH,)¢Mo,0,, hexaammoniumheptamolybdat(IV) (= 36,85 mg (NH,)¢Mo;0,,+4H,0)

PA 34,7 mg
Fe-chelat (FeCl;-EDTA) PA 100 mg

opleses i vand (1.6.1.1) til 1 000 ml;
sterilisation af stamoplesningen af sporstoffer kan ske ved 120° C, 2 atm.,

20 min.
f) Vitaminoplesning )

Biotin PA 0,2 mg
Nikotinsyre PA 2,0 mg
Thiamin ’ PA 1,0 mg
p-Aminobenzoesyre PA 1,0 mg
Pantothensyre PA 1,0 mg
Pyridoxamin PA 5,0 mg
Cyanocobalamin PA 2,0 mg
Folinsyre ’ PA 5,0 mg

opleses i vand (1.6.1.1) til 100 ml.

Oplesningen sterilfiltreres gennem 0,2 um membranfiltre. I stedet for oplesning
1.6.1.2 (f) kan 15 mg gzrekstrake bruges pr. 100 ml vand (1.6.1.1).

Kontrolstoffer

Anilin (frisk destilleret), natriumacetat, natriumbenzoat.

Mercurichloridoplesning

1% (w/v) HgCl, i vand (1.6.1.1).
Appératur

Rystemaskine til to liter Erlenmeyerkolber med automatisk temperaturkontrol eller anvendt i et rum
med konstant temperatur ved 20 til 25 °C.

Tyndhalsede to liter Erlenmeyerkolber, (foldede, rillede kolber anbefales). Kolberne skal renses
omhyggeligt med f. eks. alkoholisk saltsyre fer brugen, skylles og terres for at undgd forurening med
rester fra tidligere prover. Kolberne skal ogsd renses, for de bruges forste gang, da de kan vare
forurenede. ’

Membranfiltreringsapparatur
Membranfiltre 0,2 um
Kulstofanalysator

Forberedelse af inoculum

Inoculum kan fis fra en af folgende fire kilder, forudsat at dets aktivitet kontrolleres ved hjzlp af et
kontrolstof (1.6.1.3).



19.9. 84 De Europziske Fallesskabers Tidende Nr. L 251/163

1.6.3.1. Inoculum fra et sekundzrt afleb

Inoculum tages fortrinsvis fra et sekundart afleb af god kvalitet ved et rensningsanlag, der hovedsagelig
behandler husholdningsspildevand. Preven skal holdes under aerobe betingelser indtil brugen. Som
forberedelse af inoculum filtreres preven gennem et groft filter, idet de forste 200 m! bortkastes.
Filtratet holdes aerobt indtil brugen. Inoculum skal anvendes samme dag, som preven er taget.

1.6.3.2. Inoculum fra jord

100 g jord (frugtbar, ikke steril) opslemmes i 1 000 mi chlorfrit drikkevand (jord med et ekstremt hejt
indhold af ler, sand eller. organisk kulstof er ikke egnet). Efter omrering henstdr suspensionen i
30 minutter til bundfzldning.

Supernatanten filtreres gennem et groft filtrerpapir, idet de ferste 200 ml bortkastes. Udluftning- af
filtratet begyndes straks og fortsattes indtil brugen. Inokulering skal foretages samme dag, som preven
er taget.

1.6.3.3. Inoculum fra overfladevand

Et inoculum kan tages fra et passende overfladevand. Proven filtreres gennem groft filtrerpapir, idet de
forste 200 ml bortkastes. Filtratet holdes aerobt indtil brugen. Inokulering skal foretages samme dag,
som preven er taget.

1.6.3.4. Blandet inoculum

Lige dele af de tre inoculumprever blandes godt, og det endelige-inoculum tages fra denne blanding.

Anvendeligheden af dette inoculum kontrolleres ved hjlp af et kontrolstof (1.6.1.3).

1.6.4. Testprocedure

Teststofferne bedammes samtidigt, som dobbeltbestemmelser sammen med kontrolstoffet (1.6.1.3).
Der udferes tillige en blindpreve med inokulering uden test- eller kontrolstof til bestemmelse af
DOC-blindvardierne.

Der tilberedes en stamoplesning af teststof i vand (1.6.1.1). Der tils®ttes s meget af denne
stamoplasning til naringsoplesningen (1.6.1.2), at der opnis en kulstofkoncentration pd 5 ul 40 mg
DOC/1. Kontrolstoffet (1.6.1.3) testes ved en startkoncentration svarende til 20 mg DOC/1.

To kolber (1.6.2.2) pafyldes 900 m! nzringsoplesning og inokuleres med 0,5 m!/1 af inoculum (1.6.3).
Kolbens munding dakkes f. eks. med aluminiumfolie, siledes at udveksling af luft mellem kolben og
den omgivende atmosfare ikke er unedvendigt hindret. (Bomuldsvat er uanvendeligt, pid grund af

. DOC-analysen). Kolberne anbringes i rystemaskinen. Temperaturen holdes a&ndret pi 20 til 25°C
under testen, og kolberne afskarmes fra lys. Luften mi vare fri for forurening og toksiske stoffer
(chlorerede oplesningsmidler osv.).

I lobet af bionedbrydningstesten dobbelbestemmes DOC-koncentrationerne pi den forste dag, pi dag
27 og dag 28. Mindst tre analyser skal yderligere udferes for at felge nedbrydningen (omkring dag 7,
dag 14 og dag 21).

Kun det nedvendige volumen af kulturmedium mi udtages til hver bestemmelse. For forskelligt
apparatur, f. eks. contrifugering eller membranfiltrering forud for kulstofanalyen kraves forskellige
volumina for analysens gennemforelse. Tab ved fordampning kompenseres ved tilsztning af vand
(1.6.1.1) i rette mangde. Kulturmediet skal blandes godt for der udtages en prove. Hvis der hanger stof
fast pa kolbens inderside, ma det opleses eller bringes i opslemning fer preven udtages. Membranfiltre-
ring eller centrifugering ma foretages omgaende. Den filirerede eller centrifugerede preve skal analyseres
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samme dag, ellers skal den konserveres med 0,05 ml merkurichlorid (1.6.1.4) for hver t ml
nzringsmedium, eller opbevares ved to til fire ° C i hejst 24 timer, eller under —18° C ved lzngere
perioder.

Hvis et plateau observeres for den 28. dag, kan testen sluttes. Hvis nedbrydningen tydeligt er startet,
men ikke har niet et plateau ved den 28. dag, anses det for fornuftigt at forlenge forseget en til to
uger.

Alle trin forudsatter stor omhu og hej renhedsgrad af kolber, pipetter osv. {men ikke sterilitet).

1.6.5. DOC-bestemmelserne

Membranfiltre er egnede, hvis det godigeres, at de hverken friger kulstof eller adsorberer stoffet ved
filtreringen.

Hvis proverne centrifugeres, mi dette gores ved 40000 m s2 (~ 4000g) i 15 min., helst i en
kelecentrifuge og under alle omstzndigheder under 40° C:

(Bemacrk: Differentieringen mellem TOC og DOC ved centrifugering ved meget lave koncentrationer
synes ikke at virke godt, da enten ikke alle bakterier fjernes, eller da kulstof genopleses fra
bakterieplasmaet. Ved hejere testkoncentrationer (sterre end eller lig 10 mg C/1) og ved den samme lille
inokulation synes, centrifugeringsfejlen at vare relativt lille.

Proven, der er udtaget fra kulturmediet {omkring 30 ml), centrifugeres eller membranfiltreres straks i
filtreringsapparatet (1.6.2.3), idet der bruges filtre ifolge: 1.6.2.4. De forste 20 ml af filtratet bort-
kastes.

DOC-koncentrationen i det resterende filtrat (ca. ti ml) dobbelbestemmes ved hjzlp af TOC/DOC
instrumentet (1.6.2.5). Hvis filtratet ikke kan analyseres samme dag, skal det konserveres ifelge
1.6.4.

2. DATA OG BEDOMMELSE
De analytiske resultater registreres pi det vedlagte skema (tillezg 1) og vardien for den biologiske
nedbrydning beregnes som angivet i 1.2.

DOC-koncentrationerne beregnes til nzrmeste 0,1 mg/l. Gennemsnittet af D -vardierne rundes op til
nzrmeste hele procent.

Forlebet af nedbrydningstesten felges grafisk i et diagram som vist vedlagt (tillzeg 2).

Resultaterne af nedbrydningstesten er gyldige, hvis folgende betingelse er opfyldt:

— Sifremt kontrolstoffet i den samme testserie udviser en DOC-fjernelse pd > 70 % inden for ti dage,
regnet fra den dag, hvor niveauet af bionedbrydning ferst overskrider 10 %. Hele serien ma
forkastes, sifremt dette resultat ikke opnis inden for testperiodens 28 dage.

3. ~ RAPPORT

3.1. Testrapporter

Testrapporten skal i videst mulige omfang indeholde folgende:

— data skal rapporteres pi skema (tilleg 1);
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— forlebet af nedbrydningen afbildes grafisk i et diagram, der viser lag-fase, nedbrydningsfase,
haldning og »tidsvindue«, — dvs. en ti dages periode begyndende fra den dag bionedbrydningen
forst overskrider 10 %;

— bevis for testens gyldighed (nemlig at kontrolstoffet udviser > 70 % DOC-fjernelse pi ti dage,
regnet fra den dag, hvor nedbrydningen overskrider 10 %, og opniet inden for testperiodens 28
dage.) ’

3.2 Fortolkning af resultater

P4 grund af denne tests stramme forsegsbetingelser betyder et lavt resultat ikke nedvendigvis, at
teststoffer ikke ‘er bionedbrydeligt under miljebetingelser, men indicerer, at mere arbejde vil vare
pakravet for at afgere dette.

Testkemikalier, der udviser et stort DOC-tab i denne test, anses for let bionedbrydelige, forudsat at
dette niveau er niet inden for 1 dage, regnet fra den dag, hvor det observerede niveau af bionedbrydning
forst overskrider 10 %.

4. REFERENCER

(1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 301E. Decision of the Council C(81) 30. Final.
(2) Gerike, P., Fischer, W. K., A correlation study of biodegradability determinations with various

chemicals in various tests, Ecotoxicology and Environmental Safety, Vol. 3, No 2, 1979, p. 159 il
173.

(3) Gerike, P., Fischer, W. K., A correlation study of biodegradability determinations with various

chemicals in various tests Il. Additional results and conclusions, Exotoxicology and Environmental
Safety, Vol. 5, No 1, 1981, p. 45—55.
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Tilleg 1

Biologisk nedbrydning

Provningslaboratorium:

TSSO : . ot e e e e e e
L £
Testresultater
Teoretisk koncentration: ............ mg/1 DOC
Kulstofbestemmelser
Kolbe DOC-koncentration efter x dage (mg/1)
nr. 0(Cy)
Test a,
Mineralsk T
nzringsop- a :
lasning 1 2
med test-
stof og a; + a,
med inokulum Caw= 5
b
2 b,
b, + b
Cb(() 1 5 2
Blind bl,
Mineralsk T
nringsop- bl
losning 3 2
uden test-
stof men Conom bl; + bl,
med inokulum bl(t) = 2
Evaluering af forsegsresultater
Kolbe bereon % DOC fjernet efter x dage
nr. Tegning .
1 D1=(1__C_am_ﬂ(s)x100 0
bl(0}
2 (1 Cb" ) x 100 0
Chio
Gen-
nemsnit D, = D +D, 0
*) 2

(*) Gennemsnittet skal ikke beregnes, hvis der er stor forskel pd D, og D,.

19. 9. 84
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Biologisk nedbrydning (Skema)

Prevningslaboratorium: . ... . .. e
Ansvarlig for undersegelsen:. . ... ... e e
Dato for provningens Start' . . ... ..o vttt it e e Exsp.nr. ..........

0= oY

Stamoplesning:

mg/1 mg/]
TOC (V) DOC (?)

Teststofkonc.

(1) Uoverensstemmelse mellem DOC og TOC vardier peger pd utilstrakkelig opleselighed af teststof-
fet.
(2) Alle DOC vazrdier bestemt efter membranfiltrering eller centrifugering.

Kulstofanalysator: . ........... e e et et
Inoculum: ... ... .. L, et e e e e e e
Testresultat

D= ............ % DOC fjernet efter ............. dage

Provning af metodens gyldighed

Kontrolstof: . .. ... e e

Bemaerkninger:

Daro Underskrift
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C. 4. NEDBRYDNING
BIOLOGISK NEDBRYDNING: MODIFICERET AFNOR-TEST NFT 90/302

1. METODE

1.1. Indledning

Formalet med metoden er at male bionedbrydeligheden af vandopleselige, ikke-flygtige organiske stoffer
1 et aerobt vandigt milje ved en begyndelseskoncentration svarende til 40 mg DOC/1 (DOC = dissolved
organic carbon, oplest organisk kulstof). Hvis milegrensen for apparater tl bestemmelse af organisk
kulstof forbedres, kan brugen af lavere test-koncentrationer vere fordelagtig, iszr for toksiske
stoffer. :

Indholdet af organisk kulstof i teststoffet m4 vare kendt.

Metoden er kun anvendelig for de organiske teststoffer, der ved den anvendte testkoncentration:
— i det mindste er opleselige i vand ved testkoncentrationen (40 mg DOC/1),

— har et ubetydeligt damptryk,

— ikke er hemmende over for bakterier, og som

— ikke adsorberes vasentligt til glasoverflader.

Oplysninger om de relative mangder af teststoffets hovedkomponenter vil vere nyttig for fortolkningen
af de opndede resultater, specielt i de tilfeelde, hvor resultaterne er lave.

Oplysninger om stoffets toksicitet over for mikroorganismer kan vare nyttig for fortolkningen af lave
resultater.

1.2 Definitioner og enheder

Nedbrydningen er defineret som den del af teststoffet som forsvinder udtrykt i procent DOC

fjernelse:

D, = [1 — -C_‘_‘Zbiu] x 100,

Co = Chioy
hvor
D, = nedbrydning i procent DOC fjernet til tiden t.
Co = startkoncentration af DOC i kulturmediet (mg DOC/1).
C, = koncentration af DOC i kulturmediet til tiden t (mg DOC/1).
Cuio) = startkoncentration af DOC i blindpreven (mg DOC/1).
Chiry = koncentrationen af DOC i blindpreven til tiden t (mg DOC/I).
DOC = oplest organisk kulstof (»dissolved ogane carbon«).
1.3. Referencestoffer

Det er anskeligt at bruge passende kontrolkemikalier til at kontrollere aktiviteten af inoculum. F. eks.
kan anilin, natriumacetat eller natriumbenzoat bruges hertil, og de skal udvise en DOC fjerneb pi
2 70 % inden for 28 dage. Hvis dette ikke er tilfalder, anses testen for ugyldig og skal gentages med et
inoculum fra en anden kilde.
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I denne specifikke test finder glucose: specielt anvendelse i hzmningstesten og for at kontrollere
aktiviteten af inoculum, hvilket ogs& kan geres med anilin, natriumacetat og natriumbenzoat.

1.4. Metodens princip
Kemo-organotrofe mikroorganismer bionedbryder organiske stoffer, der er oplest i vand, idet disse
udger den eneste kulstof- og energikilde. Stofferne underseges ved en sddan koncentration, at det
initiale indhold af organisk kulstof er 40 mg/l. Tilbageblivende organisk kulstof i oplesningen méles

mindst efter 3, 7, 14 og 28 dage. Samtidig kontrolleres teststoffet for mulige h#mmende virkninger over
for inoculum, Proceduren kontrolleres ved hjelp af et kontrolstof.

1.5. Kvalitetskriterier

Metodens reproducerbarhed er efterprovet i OECD og EOF-ringtests og fundet passende for en
screening-test. ’

Den laveste koncentration af teststoffer, ved hvilken denne metode kan bruges, er stort set bestemt af

folsomhedsgrensen for organisk kulstofanalyse, som pi nuvzrende stade er 0,5 mg C/l, og af
koncentrationen af oplest organisk kulstof i nzringsoplosningen.

1.6. Beskrivelse af testmetoden

1.6.1. Reagenser

De reagenskemikalier der bruges, m3 vare af anerkendt analytisk renhed.

1.6.1.1. Destilleret vand
Destilleret vand mi ikke indeholde mere end 10 % af det organiske kulstof, som tilferes med
teststoffet.

1.6.1.2. Naringsoplesning

Fremstil testmediet som anfert nedenfor ved brug af sterilt materiale. Til brug for en liter oplosning
oploses folgende i destilleret vand: (PA betyder, at reagenserne er af analytisk renhedsgrad = AR).

— (NH,4),50,4 ammoniumsulfat PA 0,300 g
— NH,NO; ammoniumnitrat PA 0,150 g
— KH,PO, kaliumdihydrogenphosphat PA 0,300 g
— Na,HPO, + 12H,, natriumhydrogenphosphat dodecahydrat ' - PA2,000g
— MgSO, - 7H,0 magnesiumsulfat heptahydrat PA 0,050 g
— CaCl, - 2H,0 calciumchlorid dihydrat PA 0,050 g
— Garekstrakt 0,005 g

pHer 7,5 + 0,1.

Tilszt en ml af folgende sporstofoplesning:

— FeSO, - 7H,0 jern(I)sulfat heptahydrat PA 0,100 g
— MnSO, - H,0 mangan(H)sulfat monohydrat PA 0,100 g
— K;Mo0, Kaliummolybdat PA 0,025 g

— Na,B,0, - 10H,0 dinatriumtetraborat decahydrat PA 0,025 g
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— Co(NO3), *+ 6H,0 cobalt(Il)nitrat hexahydrat PA 0,025 g
— CuCl; + 2H,0 kobber(Il)chlorid dihydrat PA 0,025 g
— ZnCl, zinkchlorid PA 0,025 g
— NH,VO; Ammoniumvanadat PA 0,010 g.

Destilleret vand til 100 m]

(sporstofoplesningen kan holde sig i en mined ved en temperatur p mellem 1 og 4° C).

Fortynd op til en liter og bland.  Mediet skal bruges inden for 12 timer.

1.6.1.3. Kontrolstoffer

Anilin (frisk destilleret), natriumacetat, natriumbenzoat, glucose.

1.6.2. Apparatur

Szdvanlig laboratorieudstyr samt:

— apparatur til miling af organisk kulstof;

— spektrofotometer;

— centrifuge; 4 000 g;

— rysteapparat, der muligger passende udluftning og rystning,

— apparatur til miling af oplest oxygen, pH-meter, 500 ml bredhalsede koniske kolber, sterile;

— apparatur til sterilfiltrering (membranfiltre med 0,22 pm porer).

Glasudstyret skal vere omhyggeligt renset og helt fri for alle spor af organisk eller toksisk materiale.

1.6.3. Fremstilling af inoculum

Tag et passende volumen af en blanding af tre prover fra forurenet overfladevand og afleb fra
kommunale rensningsanleg, der er fri for sterre specifikke forureninger. Bakterietzlling for hver prave
skal vise mindst 105 bakterier/ml. Proverne skal bruges som inoculum inden for 12 timer, inklusive
transport, og de mi ikke henstd mere end seks timer uden udluftning.

Der filtreres gennem papir for at fijerne storre uopleselige partikler. Filtratet opsamles og passeres
gennem et membranfilter med 0,22 pm porer.

Vask med en egnet isoton oplesing. Overfor de p4 membranen aflejrede bakterier til et lille volumen
isoton oplasning. Der blandes godt. M3l adsorbansen ved 620 nm, og udled heraf koncentrationen af
bakterier i relation til en standardkurve, som tidligere er fremkommet ved hjzlp af telling pd fast
medium af Pseudemonas fluorescens, stamme ATCC 15453. Tilsat et sidant rumfang af oplosning, at
koncentrationen af bakterier bliver 5 + 3 x 107 pr. ml. Brug inoculum inden for den naste time.

1.6.4. Testprocedure

Inkuberingen udferes uden tilstedevarelse af intenst lys i en inkubator holdt ved 20 til 25° C, og fri for
toksiske dampe.
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Forbered folgende oplasninger:

1. Oplesning af teststoffet i testmediet med en koncentration pd 40 mg organisk kulstof/I.
2. Oplesning af glucose i testmediet med en koncentration p4 40 mg organisk kulstof/1.

3. Oplosning af teststof og glucose i testmediet med de samme koncentrationer som ovenfor.
4

. Hav ligeledes en passende mzngde testmedium kiar.
Bland de fire oplesninger hver for sig og sterilfiltrer dem gennem membranfilter.

Membranfiltre er egnede, hvis det godtgeres, et de hverken frigor kulstof eller absorberer stoffet ved
filtreringen.

Alle nedvendige manipulationer skal udferes med sterile metoder. Fordel oplesningerne i test-kolber,
der i forvejen er steriliserede, efter folgende skema:

kolbe nr. 1 (forseg) 150 ml oplesning 1,
kolbe nr. 2 (forseg) 150 m! oplesning 1,
kolbe nr. 3 (forsag) 150 ml oplesning 1,
kolbe nr. 4 (steril kontrol) 150 m! oplesning 1,
kolbe nr. 5 (glucosekontrol) 150 ml oplasning 2,
kolbe nr. 6 (kontrol af hamning) 150 ml oplesning 3,
kolbe nr. 7 {blindpreve) 150 ml! oplosning 4.

Tilsd kolberne 1, 2, 3, 5, 6, og 7 med 1,5 ml inokulum: og bland godt ved manuel rystning.

Tag en prave pa tre til fem ml fra hver kolbe. Centrifuger preverne ved 4 000 g i 15 minutter, idet
temperaturen holdes under 26° C. Udtag supernatanterne til miling af organisk kulstof til tiden 0.

Anbring kolberne p4 rysteapparatet og lad dem st3 der i hele testperioden: koncentrationen af oplest
oxygen pi dag 3 i flaske fem skal vzre mindst S mg/l. P4 samme mide som til tiden 0 udferes maling af
organisk kulstof for kolberne (en, to, tre, fem, seks og syv mindst efter 3, 7, 14 og 28 dages inkubation.
Dog kan testen betragtes som afsluttet, hvis reduktionen i kulstofindhold i kolberne en, to og tre nir
95 % i forhold til initialindholdet.

Testen Ran sluttes fer den 28. dag, hvis et plateau observeres forinden.

Hvis en nedbrydning tydeligt er startet, men ikke har ndet et plateau ved den 28. dag, anses det for
fornuftigt at forlenge forseget en eller to uger.

Ved slutningen af testen udferes en miling af organisk kulstof i kolbe fire pd samme maide som til
tiden 0, samt en kontrol for sterilitet ved udsining i et glas med flydende medium og inkubering ved
25° C i fem dage.

Kulturmedium:

torret garekstrakte 3g,
pancreas casein pepton 6 g,
vand 1000 ml.

Oplas de tarre komponenter til det komplette medium i kogende vand. Om nedvendigt justeres pH,
siledes at det efter steriliseringen er 7,2 + 0,2 ved 20° C.

Hvis milingerne af organisk kulstof md udskydes, opbevares supernatanten ved 4° C i meorke i
hermetisk forseglede glas i hojst 24 timer. Hvis analysen ikke kan udferes inden for 24 timer, nedfryses
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proven til under — 18 °C. I hver kolbe kontrolleres vaskestanden af mediet for hver preveudtagning, og
som kompensation for vandtabet ved fordampning tilszttes destilleret vand, som er sterilfiltreret
gennem membranfilter med 0,22 mm porer, til samme volumen som efter foregiende preveudtag-
ning.

2. DATA OG BEDOMMELSE

De analytiske resultater angives pa det vedlagte skema (tillzg 1) og vardien for den biologiske
nedbrydning beregnes som angivet i 1.2,

Resultaterne af nedbrydningstesten er gyldige, hvis felgende betingelser er opfyldt:
— niveauet af glucosenedbrydning i kolbe fem skal vare mindst 80 % pa dag syv;
" — ved afslutningen af testen skal kolbe fire stadig vare steril.

— Koncentrationen af oplest oxygen i kolbe fem skal vare mindst 5 mg/l pi dag tre.

Niveauet af glucosebionedbrvdning i kolbe seks skal p& dag syv vare mindst 75 % af, hvad der er
observeret i kolbe fem. Hvis denne grense ikke er niet, antages teststoffet at have h@mmende virkning
pi de tilstedevarende bakterier, og metoden kan derfor ikke anvendes ved den specificerede koncentra-
tion.

Bemaerkninger

Ved sammenligning af den procentvise eliminering af kulstof i kolberne en, to og tre pi den ene side
med kolbe fire pA den anden side, kan der skelnes mellem arsagerne til den iagttagne nedbrydning:

— de fysisk-kemiske mekanismer i kolbe fire,

— de fysisk-kemiske samt de biologiske mekanismer i kolberne en, to og tre.

3. RAPPORT

3.1. Testrapport

Testrapporten skal i videst mulige omfang indeholde felgende:

Alle de eksperimentelle resultater vedrerende teststoffet, referencestoffet og blindpreverne skal
anferes.

Specielt nzvnes folgende punkter:

— forsvindingsgraden for produktet i kolbe fire ved slutningen af testen;
— alle iagttagne hemningsfanomener;

— bevis for gyldighed;

— forlebet af nedbrydningen afbildes grafisk i et diagram, der viser lag-fase, nedbrydningsfase,
hazldning og »tidsvindue«, — dvs. en ti-dages periode begyndende fra den dag bionedbrydningen
forst overskrider 10 %.

3.2. Fortolkning af resultaterne

P4 grund af denne tests stramme forsegsbetingelser betyder et lavt resultat ikke nedvendigvis, at
teststoffet ikke er bionedbrydeligt under miljgbetingelser, men indicerer, at mere arbejde vil vare
pakrzvet for at afgere dette.

Testkemikalier, der giver et stort DOC tab i denne test, anses for let bionedbrydelige, forudsat at dette
niveau er niet inden for ti dage, regnet fra den dag, hvor det observerede niveau af bionedbrydning ferst
overskrider 10 %.
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Tilleg 1
Skema
38 s T 13 P
Dato for STArt: ..ttt ittt e e et
A e 110 o) Lo Y
Teoretisk test KONC: . . . i et
Kulstofanalyse: .. ...i ittt ittt ittt tie e e e e
Kulstofbestemmelser
. Kolbe DOC Koncentrationer efter x dage (mg/1)
Kulturmedium
nr. 0 3 7 14 28 (dage)
Test 1 ]'Co lc, } lc,, IC" lcn
Test 2 an ZC, Zc, ZC" Zc“
Test 3 3c0 3(:, 3C, 3(:" 3C1.
Test mean 1-3 Co c, (o Cia Cys
Steril kontrol 4 4c, 4c,,
Glucose kontrol S Sc, 5S¢, 5c, Sc.. 5c.
Hamningskontrol 6 6c, éc, 6c, éc,, 6c,.
Inoku]umkontrol 7 Cb](O) CH(3) Cbl(7) Cbl(H) Cbl(28)
Bedommelse af resultater:
t=20 3 7 14 28 (dage)
Test
C -C 0
1 - =Bl | % 100
L Co — Co
Glucose
[ 5C - 0
1 S&ﬂu x 100
| Co — Cuio)
Hamningskontrol
[ 6C. ~
1 - Mﬁl x 100 0
| Co = Cuio
Gyldighed:
Oplost oxygen, kolbe nr. 5,dag 3: ............ mg/l
% bionedbrydning, kolbe nr. 5,dag 7: ............ %
% bionedbrydning, kolbe nr. 6, dag 7: ... ......... %

Sterilitet, kolbe nr. 4: . ... ...
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C. 5. NEDBRYDNING
BIOLOGISK NEDBRYDNING: MODIFICERET STURM-TEST

1. METODE

1.1. Indledning

Formiler med denne metode er at mile bionedbrydeligheden af ikke-flygtige organiske stoffer i et -
aerobt, vandigt milje ved to startkoncentrationer, 10 og 20 mg/! (standardkoncentrationer).

Indholdet af organisk kulstof i teststoffet skal vare kendt (fra TOC analyse eller skennet ud fra den
empiriske formel, siledes at det teoretiske kuldioxyd-udbytte kan beregnes).

Metoden er kun anvendelig for de teststoffer, der ved den anvendte testkoncentration
— har et forsvindende damptryk, og

— ikke er h#mmende over for bakterier.

Denne metode kan, i det mindste principielt, anvendes for stoffer, der er tungtopleselige ved
testkoncentrationerne.

Oplysninger om de relative mangder af teststoffets hovedkomponenter vil vare nyttige for fortolknin-
gen af de opndede resultater, specielt i de tilfzlde, hvor resultaterne er lave.

Oplysninger om stoffets toksicitet over for mikroorganismer kan vzre nyttig for fortolkningen af lave
resultater og ved valget af passende testkoncentrationer.

1.2. Definitioner og enheder

Nedbrydningen defineres som den mangde CO,, der produceres af stoffet, udtrykt i procent af den
teoretiske CO,-maengde, det efter beregning ud fra stoffets indhold af organisk stof skulle have
produceret (»ThCO,«).

1.3. Referencestoffer

Det er onskeligt at bruge et passende kontrolkemikalium til at kontrollere aktiviteten af inoculum.
F. eks., kan anilin, natriumacetat eller natriumbenzoat, bruges hertil og de skal udvise en CO,-produk-
tion, der er storre end eller lig 60 % inden for 28 dage. Hvis dette ikke er tilfzldet, anses testen for
ugyldig og skal gentages med et inoculum fra en anden kilde.

1.4. Metodens princip

' Teststoffet sttes til et kemisk defineret flydende medium inokuleret med kloak-mikroorganismer og
udluftet ved 20 til 25° C. Temperaturen registreres under testforlebet.

Det frigjorte CO, fanges som BaCOj;, og nedbrydningen folges med CO,-analyser gennem en 28 dages
periode. Efter sammenligning med passende blindpreve(r) bestemmes den totale CO,-m#ngde, som
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teststoffet har produceret gennem testen, og beregnes som en procentdel af den totale CO,-mangde,
som teststoffet pa basis af sit kulstofindhold teoretisk kunne have produceret.

Proceduren kontrolleres ved hjzlp af et kontrolstof (se 1.6.1.3).

1.5. Kvalitetskriterier

Metodens reproducerbarhed er efterprevet i OECD- og EQF-ring tests og fundet passende for en
screening-test.

Den endogene CO,-produktion i inoculum, som males i blindpreven, er hovedirsagen til, at der i testen
ikke kan anvendes koncentrationer lavere end $ mg/1 teststof. Sfremt testen tilpasses til anvendelse af
14C-mzrkede teststoffer, kan teststofkoncentrationen vere meget lavere.

1.6. Beskrivelse af testmetoden
1.6.1. Reagenser
1.6.1.1. Vand af hej kvalitet.

Dobbeltdestilleret vand, frit for toksiske stoffer (specielt kobber), med et lavt kulstofindhold
(< 2,0 mg/l TOC) og med en modstand pd > 18 megohm - cm. Destilleret vand mi ikke indeholde
mere end 10 % af det organiske kulstof, som tilferes med teststoffet.

1.6.1.2. Naringsoplesning

a) Stamoplesning

FeCl; - 6H,0 jern(Ill)chlorid hexahydrat 0,25 g,
opleses i vand (1.6.1.1) til 1 000 ml;
MgSO, - 7H,0 magnesiumsulfat heptahydrat 22.50¢g,
opleses i vand (1.6.1.1) til 1 000 ml;
CaCl, calciumchlorid 27,50 g,
opleses i vand (1.6.1.1) til 1 000 ml;
KH,PO, kaliumdihydrogenphosphat 8,50 g,
K,HPO, kaliumhydrogenphosphat 21,75 g,
Na,HPO, - 2H,0 natriumhydrogenphosphat dihydrat 33,40 g,
NH,Cl ammoniumchlorid 1,70 g,
opleses i vand (1.6.1.1) til 1 000 ml;
(NH,),50, ammoniumsulfat 40,00 g.

opleses i vand (1.6.1.1) til 1 000 mi.

{b) Testmedium
Testmediet indeholder felgende reagenser pr. liter vand (1.6.1.1):
— 4 ml af ovennavnte jern(Ill)chloridoplesning,
— 1 ml af ovennavnte magnesiumsulfatoplesning,
— 1 ml af ovennzvnte calciumchloridoplesning,
— 2 ml af ovennzvnte phosphatoplesning,
— 1 ml af ovennzvnte ammoniumsulfatoplesning;

pH skal vere 7,2 + 0,2.
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1.6.1.3. Kontrolstoffer

Anilin (frisk destilleret), natriumacetat, natriumbenzoat.

1.6.1.4. Bariumhydroxid, 0,025 N (0,0125 M)
Oples 4,0 g Ba(OH); - 8H,0 pr. liter vand af hej kvalitet. Filtrer gennem filtrerpapir og opbevar den

klare oplosning tat tillukket for at undgi adsorption af CO, fra luften. Det anbefales at fremstille mere
end fem liter samtidig, nir der laves en forsogsserie,

1.6.2. - Apparatur

1.6.2.1. Gasvaskeapparat for CO,.

Til en-serie p& 12 testflasker (svarende til tre teststoffer) anvendes {flaske betyder her en fire- til fem-
liter brun glasflaske. Hvis klare glasflasker bruges, skal testen-udfores i meorke):

— fire en-liter plastflasker indeholdende 700 mi 10N (10M) NaOH,
— en en-liter Erlenmeyerkolbe indeholdende 700 ml 0,025 N (0,0125 M) Ba(OH),-oplesning,

— en tom en-liter Erlenmeyerkolbe til hindring af veskemedrivning.

Disse flasker forbindes i serie med inert slange til en trykluftkilde og luft bobles gennem vaskeoplos-
ningerne med konstant hastighed.

For hvert yderligere szt paA fire testflasker vedfejes yderligere en en-liter plastflaske pafyldt 700 ml 10 N
(10 M) NaOH.

1.6.2.2. CO,-produktionsapparat
Fire fire- til fem-liters brune engangsflasker til hvert testmateriale.

Propper, baijelig slange, plastslange.

1.6.2.3. CO,-absorptionsflasker

100 ml bariumhydroxydabsorptionsflasker.

1.6.3. Forberedelse af inoculum

Kilden for testorganismer er aktiveret slam, der nylig er indsamlet fra et godt fungerende kommunalt
rensningsanlag. Dette anleg ma kun modtage lide eller intet industrispildevand.

Ved ankomsten til laboratoriet udluftes det aktiverede slam i fire timer. 500 ml af den blandede vaske
udtages og homogeniseres i to minutter med en blender. Der bundfzldes i en halv tme. Hvis
supernatanten stadig indeholder en stor mzngde slamartikler efter 30 minutter, skal der bundfzldes i
yderligere 30 til 60 minutter, eller adapteres til laboratoriebetingelser for at opni bedre bundfzld-
ning.

Supernatanten dekanteres for at give tilstrekkeligt volumen til et 1 % inoculum for hver CO, testflaske.
Undga at overfere slamartikler, der vil forstyrre milingen af det dannede CO,.

Skent det ikke kraves, er det nyttigt at tzlle kolonidannende enheder pr. ml. supernatant. Dette
inoculum ber normalt indeholde 108 til 20 x 106 kolonidannende enheder pr. ml.

Det skal bruges samme dag, det er forberedt.



Nr. L 251/182 __ De Europziske Fzllesskabers Tidende 19. 9. 84

1.6.4. Testprocedure

1.6.4.1. Stamoplesning

En startstamoplosning forberedes af teststoffet ved oplesning i vand af hej kvalitet i en koncentration pd
1 000 mg/l.

Stamoplesninger laves pa grundlag af indholdet af organisk bundet kulstof i teststoffer. Hvis dette ikke
er kendt, laves stamoplesningerne pd vagtbasis til en koncentration af 1 000 mg/l. For at fi en
homogen preve er det nedvendigt at blande godt, idet man samtidig ber undgd skumdannelse, som kan
medfere koncentrering af teststoffet. For faste stoffer kan det vare nedvendigt at smelte og blande hele
indholdet af preven, for der udtages delpreve af den. Dette er yderst vigtigt, da beregningerne af %
bionedbrydning afhznger af, om den korrekte mangde kulstof er tilsat testsystemet.

pH af stamoplesningen behever ikke at justeres, medmindre det falder uden for intervallet 3 til 10, da
phosphatpufferen i testmediet vil regulere det. Hvis pH ligger uden for dette interval, justeres en preve
af stamoplesningen til pH 7,0 + 1,0 med | N (I M) HCI eller NaOH, idet man piser, at oplesningen
blandes kraftigt under tilsztningen af syre eller base.

Som kontrol af den indstillede koncentration af organisk kulstof i teststoffet kan stamoplesningen (eller
den neutraliserede prave) analyseres for totalt organisk kulstof. En TOC analyse er ogsi pikravet for
stamoplesningen af kontrolstoffet.

Hvis et teststof er uopleseligt i vand tilszttes den passende mzngde teststof direkte til testflasken pi
basis af vagt eller volumen.

Hyvis teststoffet ikke er opleseligt ved testkoncentrationen, kan der anvendes specielle teknikker, sisom
dispersion ved hjzlp af ultralyd, for at opn2 en god dispersion af teststoffet.

1.6.4.2. Betingelser

Da et 1 % inoculum bruges i CO,-testen, er det nedvendigt at foretage fortyndinger i CO,-test-
mediet.

Dette foregir lettest pa folgende made:
a) Til hver af de fire til fem liters testflasker szttes 2 470 mi vand af hoj kvalitet. (1.6.1.1).

b) Til hver af de fire til fem liters testflasker szttes tre ml af hver af ammoniumsulfat-, magnesium-
sulfat- og calcium-chlorid-stamoplesningerne, seks ml af phosphatbufferstamoplesningen og 12 ml
af ferrichloridoplesningen.

c) Til hver af de fire til fem liters testflasker szttes 30 ml inoculum af aktiveret slam.
Denne blanding udluftes med CO,-fri luft i 24 timer for at rense systemet for kuldioxyd.

Efter udluftningen pafyldes tre CO,-absorptionsflasker hver 100 ml 0,025 N (0,0125 M) Ba (OH), og
forbindes i serie til luftafledningen fra hver sin testflaske.

1.6.4.3. Udferelse af testen

Teststof tilszttes to af de fire testflasker ved start af testningen. Hvert stof testes ved to koncentrationer:
10 og 20 mg/l.

Mazngden af teststofstamoplesning, der kraves i flasken, udregnes pa felgende made:

BxC

ml stamoplesning pr. flaske =
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hvor:
B er teststof-koncentrationen i testflasken (mg/1),
A er teststof-koncentrationen i stamoplesningen (mg/1), og

C er det endelige volumen af testmediet i testflasken {ml).

Tilstrazkkelig stamoplesning til at opnd den enskede testkoncentration, som beregnet ovenfor, plus
tilstrakkeligt destilleret vand til at give 473 ml (stamoplosning plus vand af hej kvalitet) tilszttes de
givne flasker. Til den tredje flaske, der bruges som blindforseg, og som ikke indeholder noget teststof,
sxttes 473 ml vand af hej kvalitet. Det endélige volumen af hver flaske er nu 3 000 ml.

Et kontrolstof sattes til den sidste af de fire flasker, til en koncentration pi 20 mg/l.

Testen startes ved at boble CO,-fri luft gennem oplesningen med en hastighed p4 50 til 100 ml/min. pr.
flaske (ca. 1 til 2 bobler/sek.). ’

For vandopleselige teststoffer, der tilszttes som tert stof til CO,-testflasken, kan omrering ske med en
magnetomrerer. For skummende kemikalier kan CO,-fri luftgennembobling erstattes med indblasning
over overfladen og magnetisk omrering.

Det kuldioxid, der produceres i hver flaske, reagerer med bariumhydroxidet og udfzldes som
bariumcarbonat, mangden af produceret CO, bestemmes ved titrering af det resterende Ba(OH), med
0,05 N (0,05 M) standard HCI. Regelmzssigt (hver anden eller hver tredie dag) fjernes CO,-absorp-
tionsflasken narmest testflasken og titreres. De resterende to absorptionsflasker rykkes en plads
nzrmere testflasken, og en ny absorptionsflaske fyldt med 100 ml frisk 0,025 N (0,0125 M) Ba (OH),
placeres bagest i serien.

Titreringer udferes efter behov (for bundfald af bariumcarbonat er synligt i den anden flaske) omtrent
hver anden dag de forste ti dage, derefter hver femte dag indtil den 28. dag.

P& den 27. dag skal pH af testflaskens indhold males igen, hvorefter en ml koncentreret HCI szttes til
hver flaske for at udrive uorganisk carbonat. Flaskerne udluftes natten over, og der udtages prever fra
hver flaske til DOC analyse. Den sidste titrering foretages p4 dag 28.

Titreringer af de 100 ml Ba(OH),-oplesning foretages efter, at flasken nazrmest testflasken er fjernet.
Bariumhydroxidet titreres med 0,05 N (0,05 M) HCI med phenolphthalein som indikator.

Testen udferes ved stuetemperatur (20 til 25° C) og temperaturen registreres under testperioden.
Hyvis et plateau observeres for den 28. dag, kan testen sluttes.

Hvis nedbrydningen tydeligt er starter, men ikke har niet et plateau ved den 28. dag, anses det for
fornuftigr at forlenge testperioden en til to uger.

1.6.5. CO,-bestemmelse

Andre mider til méling af CO,-udviklingen end tilbagetitrering af bariumhydroxidfzlder kan komme i
betragtning. Dette zndrer ikke testens princip, og kan muligvis fere til kontinuerlig mailing af
bionedbrydningen.

Det forste trin i beregningen af den producerede CO,-mangde er at korrigere flaskerne med teststof for
endogen CO,-produktion. Kontrolflasken tjener som blindverdi for korrektion for den mangde CO,,
som kan produceres ved bakteriers endogene respiration. Mangden af CO,, som et teststof har
produceret, bestemmes ved forskellen (i ml af titrant) mellem den eksperimentelle og den blinde
bariumhydroxidfzlde.

Nér man anveﬁder 0,05 N (0,05 M) HCl ved titreringen, svarer hver ml HCl 4l 1,1 mg CO,.

2. DATA OG BEDOMMELSE

De analytiske resultater angives i det vedlagte skema (tillzg I), og vardien for den biologiske
nedbrydning beregnes, som angivet i 1.2, :
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Kuldioxidkoncentrationerne beregnes til nzrmest 0,1 mg/l. Vardien for den biologiske nedbrydning
rundes op til nzrmeste hele procent. Forlobet af nedbrydningstesten felges grafisk i et diagram som vist
p4 vedfejede eksempel (tillzeg 2).

\

Resultaterne af nedbrydningstesten er gyldige, hvis felgende betingelser er opfyldt:

— I den samme testserie skal kontrolstoffet inden for 28 dége give en bionedbrydning, der er sterre end
eller lig 60 %. (Hvis dette ikke er tilfzldet, skal hele serien forkastes og gentages med et inoculum
fra en anden kilde).

— Der m4 ikke ske en signifikant CO,-udvikling fra blindflasken gennem testen (forurening af mediet,
glasapparaturet og luftforsyningen). Total kuldioxidudvikling ved afslutningen af testen m3 ikke
overstige 50 mg CO,/3 | medium.

3. RAPPORT

3.1. Testrapport

Testrapporten skal i videst muligt omfang indeholde felgende:
— Data skal rapporteres pa skema (tilleg 1).

— Forlebet af nedbrydningen afbildes grafisk i et” diagram, der viser lag-fase, nedbrydningsfase,
hzldning og »tidsvindue«, — dvs. en ti-dages periode begyndende fra den dag bionedbrydningen
forst overskrider 10 %.

— Dispersionsmetode, der er anvendt for stoffer, som ikke er opleselige ved testbetingelserne.

— Angiv dato og lokalitet for indsamling af testorganismerne, samt hvordan de blev hindteret fer
inokulation. :

— Temperaturintervallet gennem forsegsperioden skal angives.

— Hvis mélt, som foresldet under punkt 1.6.3 (inoculum), angives antallet af mikroorganismer pr. ml
(kolonidannende enheder (colony forming units) — CFU/ml).

— Bevis for testens gyldighed (> 60 % nedbrydning af kontrolstoffet pi 28 dage).

3.2. Fortolkning af resultater

P4 grund af denne tests stramme forsegsbetingelser betyder et lavt resultat ikke nedvendigvis, at
teststoffet ikke er bionedbrydeligt under miljebetingelser, men indicerer, at mere arbejde vil vare
pékreevet for at afgere dette.

Testkemikalier, der giver et haijt resultat af bionedbrydning i denne test, anses for let bionedbrydelige,
forudsat at dette niveau er ndet inden for ti dage, regnet fra den dag, hvor det observerede niveau af
bionedbrydning farst overskrider 10 %.

4. REFERENCER

(1) OECD, Paris, 1981, Test guideline 301B. Decision of the Council C(81)30 Final.

(2) Gerike, P., Fisher, W. K., A correlation study of Biodegradability determinations with various
chemicals in various tests, Ecotoxicology and Environmental Safety, Vol. 3, No 2, 1979, p. 159 w0
173.

(3) Gerike, P., Fisher, W. K., A correlation study of Biodegradability determinations with various
chemicals in various tests II. Additional results and conclusions, Ecotoxicology and Environmental
Safety, Vol. 5§, No 1, 1981, p. 45 to 55.

(4) Larson, R. ]., Estimation of biodegradation potential of xenobiotic organic chemicals, Applied and
Environmental Microbiology, Vol. 38, 1979, p. 1153 to 1161.
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Tilleg 1

Modificeret STURM Test

Skema

Kulstofanalyse: . ... ... . i e e et

Teoretisk ThCO,: . oL o e i i e

Temperaturinterval under testen: .. ... ... ... ... i e

CO,-produktion:

CO, fundet CO, kumuleret

mg mg

Dage

% af ThCO,

Gyldighed: . ... o e e e

— % bionedbrydning kontrolstof: . ... . ... e e

— CO,, total udvikling i blindpreven: . ...... ... .. ... . . . . e



19. 9. 84

De Europziske Fzllesskabers Tidende

Nr. L 251/186

ot

.14

ot

S—

—_

4

—

s

—

.

aseyq

aopuip, dwir]

-Je

Buinzesmails sapdys

-

0§

09

M
| |

Jo15389 ],

joisjonuoy

s

06

001

1JO15159 ],

155 ], WM J213dIPOA

7 Sy

(%)
SutupAigpauolyg

. fwnuoleIoqe[sdutuas]



Nr. L 251/187

De Europxiske Fallesskabers Tidende

19. 9. 84

o (a%ep) 0 8z 0T o1 0
4 1 1 I It } | 1 i e n 1 I L | i n 1 1 1 i N 1 L 4 1 i 4 ! | 0
I 1 ! T T T 1 ! w
EENERENENRNENEREANR NN RN NN
| . | ‘ o ol | _ |
B T T R B e O D AT
, - — | w m;k L | ?»
i i |
| i J | | |
| — —t— _cN
B m
I o
f RERARER ~ _
- L _ Hﬂ ﬁ W * | , | F ] 4 ﬁ | | _ov
I I | ; | | | ;. ; N L
T 1 T | T | |
m, i | I | 1 } ~ 0§
a ! V | [ o “ | “ | |
;’N | ﬁ | M . w ] , ; | \% ;HFW ) _ L_ ﬂ | 1 :
ﬁﬁ - _ - | - b | I B | | M - P | k , - ﬁ%
Bl | Tt HEEEEE
B N L | T
T »_QL_T 1 R
w ! ! m w : ﬂ V , S
NN L || R o N
m N T T T
“ ) | L L , ,_ﬁ || (
_ W ﬁ ,_ L ]
| | Hﬁf ‘ 06
001
AQOV
BuiupAigpauorg
......... o ~dsxg T e iieecieeieeeooo unuoiesoqpsBulIAGIY

1591 wang uvu@uﬁmﬂos



Nr. L 251/188 De Europxi}_skcﬂfa;ﬂlrkcs’sil;abers Tidende 15. 9. 84

C. 6. NEDBRYDNING

BIOLOGISK NEDBRYDNING: CLOSED BOTTLE TEST

1. METODE

1.1. Indledning

Forma3let med metoden er at mile bionedbrydeligheden af organiske stoffer i et aerobt vandigt milje ved
en testkoncentration fra to (standardkoncentrationen) til 10 mg af stof pr. liter.

P4 sit nuverende udviklingstrin er testen specielt egnet til bedemmelse af bionedbrydeligheden af
vandopleselige stoffer. Dog kan, i det mindste i princippet, ogsd flygtige sdvel som tungtopleselige
stoffer testes.

Den empiriske formel for teststoffet er nedvendig for at kunne beregne det teoretiske oxygenforbrug
(ThOD, theoretical oxygen demand); hvis den ikke kendes, kan det kemiske oxygenforbrug (COD,
chemical oxygen demand) tjene som referenceverdi (tilleg 1).

Metoden er kun anvendelig for organiske teststoffer, som ikke er heammende for bakterier ved den
anvendte testkoncentration. Huvis teststoffet ikke er opleseligt ved de angivne koncentrationer, kan der
anvendes specielle teknikker, sdsom dispersion ved hjzlp af ultralyd, for at opné en god dispersion af
teststoffet.

Oplysninger om de relative mangder af teststoffets hovedkomponenter vil vare nyttig for fortolkningen
af de opndede resultater, specielt i de tilfzlde, hvor resultaterne er lave.

Oplysninger om stoffets toksicitet over for mikroorganismer kan vere nyttig for fortolkningen af lave
resultater og ved valget af passende testkoncentrationer.

Denne metode kan benyttes til bestemmelse af BOD-verdien.

1.2 Definitioner og enheder

Det biokemiske oxygenforbrug (BOD, biochemical oxygen demand) beregnes som forskellen mellem
oxygenforbruget for en blindpreve og for en oplesning af teststoffet ved prevningsbetingelserne. Efter
division med koncentrationen (vagt/volumen) af stoffet f&s oxygenforbruget i mg BOD pr. mg stof.

Nedbrydningen er defineret som forholdet mellem det biokemiske oxygenforbrug og enten det teoretiske
oxygenforbrug (ThOD) eller det kemiske oxygenforbrug (COD), og den udtrykkes i procent.

Bemeerk:

Undertiden vil de to beregningsmider (% af ThOD og % af COD) ikke give det samme resultat.

mg O,/ mg teststof

% bionedbrydning (af ThOD) = oD x 100
eller
% bionedbrydning (af COD) = mg O,/mg teststof 100,

mg COD/mg teststof

hvor

ThOD = teoretisk oxygenforbrug (beregning se tilleg 1),
COD

kemisk oxygenforbrug bestemt eksperimentelt.
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1.3. Referencestoffer
Det er onskeligt at bruge passende kontrolkemikalier til at kontrollere aktiviteten af inoculum. Anilin,
natriumacetat eller natriumbenzoat (f.eks.) kan bruges hertil og de skal udvise en nedbrydning pi =

60 % inden for 28 dage. Hvis dette ikke er tilfzldet, anses testen for ugyldig og gentages med et
inoculum fra en anden kilde.

1.4. Metodens princip
En forud bestemt mangde af stoffet oplases i et uorganisk medium (mineralsk nzringsoplesning) til en
koncentration, der normalt er 2 mg teststof/l. Oplesningen inokuleres med et lille antal mikroorgani-
smer fra en blandingspopulation og holdes i lukkede flasker i morke i et bad eller et rum ved konstant
temperatur (20 til 21° C).

Nedbrydningen felges med oxygenanalyser over en 28 dages periode. Proceduren kontrolleres ved hjzlp
af parallel inokulation af kontrolstof.

En oxygen-blindvardi bestemmes i en parallel test, der hverken indeholder teststof eller kontrolstof.

Samtidig kontrolleres teststoffet for mulig hemmende effekt pA inoculum.

1.5. Kvalitetskriterier

Metodens reproducerbarhed er efterpravet i OECD- og EQF-ring-tests.

1.6. Beskrivelse af testmetoden
1.6.1. Reagenser
l1.6.1.1. Destilleret eller ionbyttet vand

Destilleret eller ionbyttet vand der ikke indeholder mere ende 0,01 mg Cu/l, luftmattet. En mangde
svarende til det daglige behov (f.eks. 50 liter) holdes ved stuetemperatur, si nzr ved 20° C som mulig,
og udluftes kraftigt i 20 minutter med ren trykluft. Normalt er vandet klar til brug efter at have stiet i
20 timer ved 20° C. Oxygen bestemmes som kontrol. Koncentrationen ved 20° C skal vaere 9,09 mg
0,/1. Al vaskeoverforsel og pifyldning med det luftmzttede vand mi foregd uden bobler med en
havert.

1.6.1.2. Nzringsoplesning

a) Stamoplesninger:

KH,PO, Kaliumdihydrogenphosphat 8,50 g,
K,HPO, Kaliumhydrogenphosphat 21,75 g,
Na,HPO, - 2H,0 Natriumhydrogenphosphat dihydrat 33,30 g,
NH,Cl Ammoniumchlorid 1,70 g,

oplases i destilleret vand til 1 000 ml.
pH skal vzrre 7,2.

MgSO, - 7H,0 Magnesiumsulfat heptahydrat 22,50 ¢,
opleses i destilleret vand til 1 000 ml.
CaCl, Calciumchlorid 27,50¢g,
opleses i destilleret vand til 1 000 ml.
FeCl; - 6H,0 jern{Ill)chlorid hexahydrat 0,25 g,

opleses i destilleret vand til 1 000 ml.
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b) Testmedium

Testmediet indeholder en ml af hver af de ovennavnte stamoplesninger pr. liter vand (1.6.1.1).

pH skal vere 7.2 + 0,2.

1.6.1.3. Kontrolstoffer

Anilin (frisk destilleret), natriumacetat, natriumbenzoat.

1.6.2. Apparatur

1.6.2.1.  Der kan bruges kalibrerede 250 til 300 mi BOD kolber med glasslib eller ikke-kalibrerede tyndhalsede
250 ml kolber med glasslib, hvis volumen skal bestemmes,

1.6.2.2. Adskillige to, tre og fem liters kolber med afmarkede literstreger til forberedelse af prevningen og for
pafyldning af BOD kolberne.

1.6.2.3. Pipetter fra en til ti ml. Tragte og groft filtrerpapir. Flasker til forberedelse af inoculum.

1.6.2.4. Vandbad til at holde kolberne ved konstant temperatur under udelukkelse af lys.

1.6.3. Forberedelse af inoculum
Inoculum kan fis fra en af folgende fire kilder, idet dets aktivitet kontrolleres ved hjlp af et kontrolstof
(1.6.1.3).

1.6.3.1. Inoculum fra jord

En vandig opslemning af ugedet havejord. 100 g havejord, der ikke nyligt er gadet, (jord fra et drivhus,
som er under konstant temperatur iret rundt er navnlig at foretrekke) opslemmes i en liter chlor-frit
ledningsvand. Efter 30 minutter filtreres opslemningen gennem groft filtrerpapir, og de forste 200 m! af
filtratet bortkastes. Den foelgende del af filtratet tjener til inokulation med en drabe fra spids pipette for
hver liter slutrumfang. Inoculum forberedes umiddelbart for forseget. Sifremt det star i flere timer for
brug, skal det udluftes. Antallet af kim kan bestemmes ved udsiningsplader eller pA neringsplader. Der
ber ikke vare mere end 103 til 105 kim pr. milliliter slutrumfang.

1.6.3.2. Inoculum fra sekundaert afleb

Inoculum ber fortrinsvis forberedes ved provetagning fra et sekundert afleb fra et aktiveret rensnings-
anlag eller et sivefilter, der hovedsagelig behandler husholdningsspildevand. Preven skal holdes under
aerobe betingelser i tiden mellem indsamling og anvendelse. Som forberedelse af inoculum filtreres
preven gennem et groft filter, idet de forste 200 ml bortkastes. Resten af filtratet holdes aerobt indtil
brugen. Inokulering skal foretages samme dag, som preven er taget.

1.6.3.3. Inoculum fra aktiveret rensningsanlzg i laboratorieskala

Der bruges et aflab fra et stzrkt udluftet aktiveret rensningsanleg i laboratorieskala. Inoculum
forberedes som beskrevet under 1.6.3.2.
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1.6.3.4. Blandingsinoculum

Lige dele af de tre inoculumprover {1.6.3.1 til 1.6.3.3) blandes godt, og det endelige inoculum tages fra
denne blanding.

1.6.4. Testprocedure

Alle nedvendige manipulationer for inkubationen skal udferes ved ca. 20° C:

Grupper af kolber skal forberedes til bestemmelse af BOD-vardien af test- og kontrolstoffer i parallelle
pravningsserier (tilleg 2). Hvis kemiske analyser udferes samtidigt, skal et tilstrekkeligt stort antal
kolber forberedes, inklusive kontrollerne af inoculum og af blindpreve. For eksempel forberedes 7 eller
15 kolber pr. teststof til 0-, 5-, 15- og 28 dages prover, efter at en tilstrekkelig mangde vand er
forberedt 1 store kolber (1.6.2.2).

Disse store kolber fyldes farst til omtrent en trediedel af deres volumen med destilleret vand (1.6.1.1)
ved hjzlp af en havert. Derefter afpipetteres de individuelle stamoplosninger -af salte (1.6.1.2) i disse
kolber alt efter slutrumfang, og henholdsvis teststof og kontrolstof tilszttes i sidanne mangder, at der
opnis en endelig koncentration pa to eller undertiden fem eller ti mg/1.

Koncentrationen pi ca. ni mg oplest -oxygen pr. liter vand ved 20° C begraznser den mulige
startkoncentration af teststoffet til ca. to mg/l, for at en signifikant residual oxygenkoncentration skal
kunne garanteres efter oxidationen af teststoffer. Darligt nedbrydelige stoffer eller- stoffer med lavt
ThOD kan med fordel testes parallelt ved hejere koncentrationer.

Dernast inokuleres forsegskolber sivel som blindprove med en dribe fra pipette for hver liter
slutrumfang

Slutrumfang opnis ved pafyldning med en hzvert, der nir bunden af kolben. Dette sikrer tilstrakkelig
blanding. Umiddelbzrt derefter fyldes hver forberedt oplesning over p4 den tilsvarende gruppe af kolber
ved hjzlp af en havert fra den nederste fjerdedel af kolben (ikke fra bunden).

Yderligere analyseres nul-kontrollerne, eller de konserveres til senere analyse (til oxygenbestemmelsen
ved faldning med MnCl, og NaOH).

De evrige kolber placeres i vandbadet ved 20° C og holdes i marke. Der udtages kolber til analyse efter
henholdsvis 5, 15 og 28 dage.

Hver serie ledsages af en komplet parallel serie til bestemmelse af blindvaerdien, af oxygenforbruget
uden inokulation og af kontrolstof.

Inhiberingstest

Stoffer kan let ag simpelt testes for h#mmende virkninger i den lukkede flaske-test.

serie 1: 2 mg/] af et let nedbrydeligt stof, f.eks. fedt alkohol kondenseret med ethylenoxid (i
mol-forholdet 1:10) eller et af kontrolstofferne;

serie 2:  x mg/l af teststof (x er serdvanligvis 2);

serie 3: 2 mg/1 af de let nedbrydelige stoffer samt x mg/] af teststoffet.

Hvis BOD-vardierne i serie tre findes at vare mindre end summen af vardierne af serie en og to, anses
teststoffer for at have hxzmmende virkning over for bakterier ved denne koncentration. Dette

kontrolforseg er altid nedvendigt, hvis et negativt eller et darligt nedbrydningsresultat synes ulogisk ved
vurdering af teststoffets struktur dvs., hvis der er antydninger af, at det kan skyldes inhibering.

1.6.5. Bestemmelse af oplost oxygen

Den opleste oxygenmazngde bestemmes ved hjzlp af en international eller nationalt anerkendt kemisk
eller elektrokemisk metode.
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2. DATA OG BEDOMMELSE
De analytiske resultater anferes pd det vedfojede skema (tilleg 3).
Forlgbet af nedbrydningsprevningen folges grafisk i et diagram som vist i (tilleg 4).

Resultaterne af nedbrydningstesten er gyldige, hvis folgende betingelser er opfyldt:

— I den samme testserie skal kontrolstoffet inden for 28 dage give en bionedbrydning, der er starre end
eller lig med 60 %. Hvis dette ikke er tilfxldet, skal hele serien forkastes.

— Oxygenforbruget i kolben uden inokulation m# ikke overstige 0,3 mg O,/ efter fem dage 0g 0,4 mg
O,/1 efter 28 dage. Blindvardien med inokulation m4 ikke overstige 0,5 mg O5/1 efter fem dage og
0,6 mg O,/] efter 15 og 28 dage.

3. RAPPORT

3.1. Testrapporter

Testrapporten skal i videst mulige omfang indeholde folgende:
— data skal rapporteres p4 skema (tilleg 2),

— forlebet af nedbrydﬂingen afbildes grafisk i et diagram, der viser lag-fase, nedbrydningsfase,
hzldning og »tidsvindue«, — dvs. -en ti-dages periode begyndende fra den dag bionedbrydningen
forst overskrider 10 %,

— metoden, der er anvendt til COD bestemmelse,
— metoden, der er anvendt til oxygenmalinger,
— dispersionsmetode for stoffer, der er tungtopleselige ved testbetingelserne,

— bevis for testens gyldighed.

3.2, Fortolkning af resultater
Man ma4 tage den mulighed i betragtning, at nitrogenholdige stoffer kan pivirke resultatet.

P4 grund af denne tests stramme forsegsbetingelser betyder et lavt resultar ikke nedvendigvis, at
teststoffet ikke er bionedbrydeligt under miljobetingelser, men det indicerer, at mere arbejde vil vare
pakravet for at afgere dette.

Testkemikalier, der udviser et hojt oxygenforbrug i denne test, anses for let bionedbrydelige, forudsat at
dette niveau er opndet inden for ti dage, regnet fra den dag, hvor det observerede niveau af
bionedbrydning forst overskrider 10 %.

4, Referencer

(1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 301 D. Decision of the Council C(81) 30. Final.

(2) Gerike, P., Fischer, W. K., A correlation study of Biodegradability determinations with various
chemicals in various tests, Ecotoxicology and Environmental Safety, vol. 3, No 2, 1979, p. 159 to
1973.

(3) Gerike, P., Fischer, W. K., A correlation study of biodegradability determinations with various
chemicals in various tests II. Additional results and conclusions, Ecotoxicology and Environmental
Safety, Vol. 5, No 1, 1981, p. 45 to 55.
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Tilleg 1
Beregning af det teoretiske biokemiske oxygenforbrug

Det teoretiske biokemiske oxygenforbrug (ThOD) af stoffer C.H,CIgN,Na,,O,P,S; med molekylvag-
ten MW beregnes efter folgende formel:

16 |2c +—;— (h=cl=3n) + 3s +—§—p +%—na - ol
ThODyy, = - e

MW T

Denne beregning forudsatter, at C oxideres til CO,, H tl H,O, P til P,O; og Na til Na,O. Halogen
elimineres som hydrogenhalogenid og nitrogen som ammoniak.

Eksempel: Glukose CgH;,0,, MW = 180
16§2-6+-—;—-12—6)
ThOD = ST S = 1,07 mg O,/mg glucose.

Molekylvagten af salte (bortset fra salte af alkalimetaller) beregnes under den forudsztning, at saltene
er hydrolyseret.

Svovl antages at blive oxideret til oxidationstrin + 6.

Eksempel: Natrium-n-alkylbenzolsulfonat C,gH,sSO;Na, MW = 348:

16(36+%+3 +—;—-3)
ThOD = ~ 328 = 2,34 mg O,/mg stof.

I tilfzlde af nitrogenholdige stoffer, kan nitrogen elimineres som ammoniak, nitrit eller nitrat, hvortil
svarer forskellige teoretiske biokemiske oxygenforbrug:

16 [Zc +—;_—(h —cl) + 3s +%",,+%‘i +-%-na— ol

ThODyo:
NO; MW

16 [2: +%(h —cl) + 3s +~§—n +—§—p +-%-na - ol

ThODyo.
NO; MW

Eksempel:

Antag fuld omdannelse til nitrat ved analyse af en sekundar amin: (C;,H,s), NH, MW: 353

16 (48 + -5—2l+-§—
ThODyp, = 353 = 3,44 mg O,/mg stof.
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Tillzg 3

Bionedbrydning: closed bottle-test (Langtids BOD-bestemmelse)

Provningslaboratorium: . ... ... ... e e e
Undersagelsesleder: .. ... . e e e
Dato for provningens starti. . ... .. .ovvver e e e neeennn Eksp. nr.:

Teststof:

Analyse (Winklermetoden eller oxygenelektrode): . ... ... ... . . . . i i i
ThOD eller COD af teststoffet: .. ....... ... ... .. i, mg O,/mg
Temperatur af fortyndingsvandet efter udluftning: .. ... ... . . ... .. i i
Oxygenkoncentrationen af vandet efter udluftning og henstand for testens start: ........ mg O,/ 1

Inoculum:

Testresultat
D= BOD udtrykt i % ThOD efter 28 dage eller

D o= . BOD udtryket i % COD efter 28 dage

Resultatets gyldighed

Kontrolstof: ..o e et et e e
Resultat: ............. BOD udtrykt i % ThOD efter 28 dage
Reference: ............. 28 s T ¥ P

Bemcrkninger:
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Provningslaboratorium: . .. ... ... i e

TS tStO . o

A: Oxygenbestemmelser:

mg O,/1 efter x dage
Kolbe 8% &
nr.
0 5 15 28
Mineralsk nzringsoplesning c — — —
uden teststof og uden inocu- 0,- -
lum kontrol
< — —_— —
Gennem- _G+6
snit my =
2
Mineralsk nzringsoplesning 1 C
uden teststof, men med ino-
culum .
2 (A
. b= T
blind 2
Mineralsk nzringsoplesning 1 a, .
med teststof og med inocu- e ——
lum P
a
Gennem-
. a; +a;
snit m, = L2
teststof 2

B: Oxygenforbruget (mg BOD/I) efter x dage

BOD, - (my - m,x) = (my - mbx) " mg BSB/! efter x dage

. s 15 i 28
(1) Denne forskel er vigtig som kontrol af testens gyldighed i
C: Bedommelse:
D, = —m8BODJL 50 cler % BOD/COD = —m8BODSL
Mg, giof/1 * ThOD MEegaot/1 + COD
Efter x dage
5 15 28

% BOD/ThOD

% BOD,/COD
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C. 7. NEDBRYDNING

BIOLOGISK NEDBRYDNING: MODIFICEREDE MITI-TEST

1. METODE
1.1. Indledning

Formalet med denne test er at mile bionedbrydeligheden af organiske stoffer i et vandigt milje med
respirometer, der udtrykker det biokemiske oxygenforbrug.

Den empiriske formel for teststoffet er nedvendig for at kunne beregne det teoretiske oxygenforbrug
(ThOD, theoretical oxygen demand), idet det kemiske oxygenforbrug (COD, chemical oxygen demand)
ellers ma benyttes.

Metoden er kun anvendelig for de organiske teststoffer, der ved den anvendte testkoncentration
— har et forsvindende damptryk,
— ikke er he#mmende over for bakterier, og

— ikke kommer i kontakt med eller reagerer med CO,-absorptionsmidlet.

Huis teststoffet ikke er opleseligt ved testkoncentrationen, kan der anvendes specielle teknikker, sdsom
dispersion ved hjlp af ultralyd, for at opni en god dispersion af teststoffet. Oplysninger om teststoffets
toksicitet over for mikroorganismer kan vare nyttige for fortolkningen af lave resultater og ved valget af
passende testkoncentrationer. Oplysninger om de relative mangder af teststoffets hovedkomponenter vil
vare nyttige for fortolkningen af de opniede resultater.

1.2. Definitioner og enheder

(BOD — B)

i ing = ————-= 100 %

Procentvis nedbrydning ThOD (eller COD) x o
eller
Procentvis nedbrydning = @i—ia—) x 100 %,

hvor

BOD = Biokemisk oxygenforbrug (biological oxygen demand) af teststoffet {eksperimentelt) (mg)
malt p& BOD-kurven.

B = Oxygenforbruget af mineral-nzringsoplesning, hvortil der er sat inoculum (eksperimentelt)
(mg) malt p4 BOD-kurven.

ThOD = Teoretisk oxygenforbrug (theoretical oxygen demand) ved fuldstzndig oxidation af test-
stoffet (teoretisk) (mg).

Sa = Resterende mangde af teststoffet efter slutning af bionedbrydningstesten (eksperimentelt)
(mg).

Sb = Resterende mangde af teststoffet i blindpreven med vand, hvortil kun teststoffet er tilsat
(eksperimentelt) (mg).

1.3. Referencestoffer

Det er enskeligt at anvende kontrolstoffer for at bedemme aktiviteten af inoculum. Anilin, natriumace-
tat eller natriumbenzoat kan bruges hertil. Hvis den procentvise nedbrydning af anilin, beregnet ud fra
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oxygenforbruget, ikke overstiger 40 % efter syv dage eller 65 % efter 14 dage skal testen betragtes som
ugyldig. Hvis der fis en lav genfindelse i blindpreven, Sb, betragtes testen ogsi som ugyldig.

1.4. Metodens princip

Testkemikalierne er de eneste kilder til organisk kulstof, og der er ingen forudgiende adaptation af
microorganismerne til testkemikalierne.

Der anvendes et automatiseret, lukket system til miling af oxygenforbruget (BOD-meter). Stofferne, der
skal afpreves, inokuleres med mikroorganismer i testkolber. I testperiodens forleb males det biokemiske
oxygenforbrug kontinuerligt med BOD-meteret. Bionedbrydeligheden beregnes p grundlag af BOD, og
der foretages supplerende kemiske analyser sisom koncentrationen af oplest organisk kulstof, koncen-
trationen af restkemikalie, osv.

1.5, Kvalitetskrav

1.5.1. Reproducerbarbed:

I almindelighed god, iszr for kemikalier, der er mere oplaselige i vand end svarende til 0,1 g/1.

1.5.2. Sensitivitet:
(A) Oxygenforbruget: Detektionsgrznse = 1 mg (oxygenforbruget af mikroorganismer) (B) Kemiske

analyser: Afhanger af sensitiviteten af de analytiske metoder.

1.5.3. Specificitet:

Kan anvendes til alle typer kemikalier, for hvilke det gzlder, at forholdet (C,) i vand tl (C)) i luft er
sterre end eller lig med 1; Ved prevning af flygtige kemikalier, skal der bruges et »modificeret
BOD-meter«, som bestdr af et normalt BOD-meter med kapillarrer. (Se tllzg 1).

1.6. Beskrivelse af testmetoden
1.6.1. Reagenser
1.6.1.1. Det destillerede vand ma ikke indeholde mere kulstof end svarende til 10 % af det kulstof, som tilferes

med teststoffet.

1.6.1.2, Nzaringsoplesning

Til hver 3 ml af oplesning A, oplesning B, oplesning C og oplesning D tilszttes vand til 1 000 ml.
(Deioniseret vand bruges overalt.)

A: K,HPO, kaliumhydrogenphosphat 21,75 g
KH,PO, kaliumdihydrogenphosphat 8,50 g
Na,HPO,-12H,0 natriumhydrogenphosphat dodecahydrat 44,60 g
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NH,4Cl ammoniumchlorid 1,70 g
opleses i vand (1.6.1.1) til 1 000 ml.
pH skal vare 7,2.

B: MgSO,-7H,0 magnesiumsulfat heptahydrat 22,50g
oploses i vand {1.6.1.1) al 1 000 ml. '

C: CaCl, calciumchlorid : 27,50 g
opleses i vand (1.6.1.1) til 1 000 ml.

D: FeCl;- 6H,0 jern(Ill)chlorid hexahydrat 0,25 g

opleses i vand {1.6.1.1) til 1000 ml.

1.6.2. Apparatur

BOD-meter udstyret med 6 flasker (hver p4d 300 ml)

Flaske 1 og 2:

deioniseret vand, 300 ml + teststof, 30 mg.

Flaske 3 og 4:

nzringsoplesning (1.6.1.2), 300 ml + aktiveret slam, 9 mg (terstof) + teststof, 30 mg.
Flaske 5:

nzringsoplesning (1.6.1.2), 300- ml - + aktiveret slam, 9 mg (terstof) + anilin eller et andet
referencestof, 30 mg

Flaske 6:

nzringsoplesning (1.6.1.2), 300 ml + aktiveret slam, 9 mg (terstof).

1.6.3. Forberedelse af inoculum

1.6.3.1. Aktiveret slam

Indsamlingssteder: Slamindsamling foretages i princippet pA mindst ti lokaliteter over hele landet,
hovedsagelig i omrider, hvor mange kemiske stoffer kan antages at blive brugt og bortkastet.

I Japan er f. eks. Det japanske Biotest-Center’s aktiverede standardslam fremstillet ved blanding af slam
udtaget pa folgende lokaliteter.

— By-rensningsanlag: tre anleg beliggende i hhv. den nordlige, den centrale og den sydlige del af
Japan.

— Industri-rensningsanlzg: et anleg, som renser spildevand fra kemisk industri.
— Flod: tre floder i hhv. den nordlige, den centrale og den sydlige del af Japan.
" — Seo: en so i midt-Japan.

— Hav: to japanske indhave.

Hyppighed af proveindsamling: Slamindsamling skal i princippet foretages fire gange om 3ret, i marts,
juni, september og.december.

Slamindsamlingsmetoder
— Byspildevand: 1 liter af sekundert slam i et rensningsanlag.

— Floder, seer, marskomrader eller have: 1 liter overfladevand og 1 liter overfladejord p3 kysten med
kontakt til atmosfaren.
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Forberedelse: Slamproverne, der er indsamlet fra provestederne, blandes ved omrering i en beholder og
man lader blandingen sti. Flotterende fremmedlegemer fjernes, og supernatanten filtreres gennem
filtrerpapier nr. 2. Filtratet justeres til pH 7,0 + 1,0 med nawiumhydroxid eller phosphorsyre,
overferes til en kulturtank og udluftes.

Kultur: Nér oplesningen er udluftet i 30 min. fjernes ca. !/; af hele supernatantens rumfang. Et
tilsvarende volumen af 0,1 % syntetisk spildevand 0,1 % syntetisk spildevand: 1 g glucose, 1 g pepton
og 1 g monokaliumphosphat opleses i 1 liter vand og justeres til pH 7,0 + 1,0 med NaOH. Sattes il
den tilbageblevne portion supernatant, og blandingen udluftes igen. Denne procedure gentages een gang
hver dag. Kulturen holdes ved 25 + 2° C.

Kontrol:
Som kontrol af opdyrkningstrinet udferes folgende kontroller, og de nedvendige justeringer foretages:
— Supernatantens udseende: Supernatanten af det aktiverede slam skal vare klar.

— Bundfzldning af aktiveret slam: Det aktiverede slam i store flager m4 let kunne bundfzldes.

— udviklingstilstanden af aktivt slam: Sifremt vakst af flager ikke observeres, kan det syntetiske
spildevand tilsettes, enten i sterre mangde eller med stere hyppighed.

— supernatantens pH er 7,0 + 1,0
— temperatur: Temperaturen skal vare 25 + 2° C ved kultiveringen af det aktiverede slam.

— Udluftning: Ved erstatning af supernatanten med det syntetiske spildevand mi opslemningen i
kulturtanken udluftes tilstreekkeligt til at holde koncentrationen af oplast oxygen i vasken over
5 mg/l.

— Det aktiverede slams mikroflora: Nir det aktiverede slam iagttages under mikroskop (ved 100 til
400 ganges forsterrelse), skal et antal protozoer af forskellige arter kunne ses sammen med fnuggede
flager.

— Blanding af frisk og gammelt aktiveret slam: For at holde samme aktivitet i frisk og gammelt
aktiveret slam blandes den filtrerede supernatant af et aktiveret slam, som er i brug i testen, med et
tilsvarende volumen filtreret supernatant af et nylig indsamlet aktiveret slam, og blandingen
dyrkes.

— Kontrol af aktiviteten af det aktiverede slam: Det aktiverede slams aktivitet kontrolleres jzvnligt,
mindst een gang hver tredje mined, med standardstoffer efter forskriften givet nedenfor. Specielt i
tilfzlde, hvor frisk og gammelt slam blandes, skal omhyggelig kontrol udferes i sasmmenligning med
det gamle aktiverede slam.
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1.6.4.

1.6.5.

1.6.5.1.

1.6.5.2.

Eksempel pa tilberedelse af aktiveret slam med efterfolgende brugsperiode:

december januar februar ’

L ~ — I — : — —1
opdyrkning brugsperiode

marts april maj l

[N A Y] [ _ I Jl
blanding, opdyrkning brugsperiode

juni l juli august |

C — — N — 7]
blanding opdyrkning brugsperiode

september oktober november |

. “ N e —J]
brugsperiode

{Dette forleb for tilberedelse og brug fortszttes).

blanding, opdyrkning

Forbehandling af teststoffet

Hvis teststoffet ikke er opleseligt i vand op til testkoncentrationen, skal det pulveriseres s fint som
muligt.

Tilsetning af teststoffet og forberedelse til testen

Folgende testkolber (jfr. 1.6.2) skal bruges og justeres til testtemperaturen.
1.
2.

To testkolber indeholdende vand, hvortil der er sat 100 mg teststof pr. liter (flaske en og to).

To testkolber indeholdende nzringsoplesning, hvortil der er tilsat 100 mg teststof pr. liter. Om
nedvendigt justeres pH af denne oplesning til syv fer inokulation med aktiveret slam (flaske tre og

fire).

stof pr. liter (flaske fem).

En testkolbe til blindpreven kun indeholdende naringsoplesning (flaske seks).

Inokulation med aktiveret slam

. En testkolbe indeholdende nzringsoplesning, hvortil der er sat 100 mg anilin eller andet reference-

Inoculum szttes til test-kolberne tre, fire, fem og seks, siledes at det suspenderede terstof, (som
defineret f. eks. i Japanese Industrial Standards, jfr. (3)), findes i en koncentration p4 30 mg/l.

Testbetingelser

Koncentration af teststoffer: 100 mg/1.
Koncentration af aktiveret slam: 30 mg/1.
Testtemperatur: 20 il 25° C.

Forsagets lebetid: 28 dage.
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— Udferes i morke. Hver dag kontrolleres temperaturen og @ndringer i kulturens farve.

— Kraftig omrering med mekanisk omrerer.

1.6.6. Udforelse af testen
BOD-kurven optegnes lebende og automatisk gennem 28 dage (jf. figur).

Efter de 28 dages testperiode bestemmes pH samt rest- og omdannelsesprodukterne i testkolberne.

Figur

BOD-kurve for anilin

60 -
50 -
40 =
@
E
&
g
+
L 30 -
= -
&
-
X
@]
20 L BOD
10 =
Bionedbrydningsfase
lag-fase - B
i | 1 1 [} 1 ] ]

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 dage
Teststofferne i testkolberne uden aktiveret slam analyseres ogsi for at bekrzfte, om der er sker en
xndring i testkemikalierne i testperioden, eller om der er sket et tab af det oprindelige teststof ved
fordampning eller adsorption til kolbens vag osv.

1.6.7. Analyseapparatur

Huis teststoffet er vandopleseligt, bestemmes ogs3 den totale resterende mangde organisk kulstof ved
provens slutning. :
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a) -Safremt der bruges et analyseapparat for totalt organisk kulstof:

10 ml af testoplesningen udtages fra testkolben og centrifugeres ved 3 000 g og i fem minutter. Den
resterende mangde af totalt organisk kulstof i supernatanten bestemmes pi et analyseapparat for
totalt organisk kulstof.

b) Sifremt andre analyser

Hele testkolbens indhold ekstraheres med et oplesningsmiddel passende for teststoffet, og efter
passende forbehandling, som f.eks. koncentrering, bestemmes den resterende mangde teststof pa
analyseapparat (gaskromatografi, massespektrometer, spektrofometer osv.).

For flygtige kemikalier skal BOD-meterets termostatbad afkeles til 10° C og holdes ved denne
temperatur i mindst 30 minutter for at forhindre fordampning. Derefter kan de analytiske
procedurer, som navnt under a) og b) indledes.

2, DATA OG BEDOMMELSE

2.1. Behandling af resultater

Metoden for beregning af den procentvise nedbrydning ud fra oxygenforbruget og ud fra resultatet af
den direkte analyse er defineret i 1.2.

2.2. Bedemmelse af resultater

Beregning af teoretisk oxygenforbrug udferes enten som vist i tilleg 2 eller ved anvendelse af den
originale MITI-forskrift:

Grundstof Oxideret form
C Co,
H H,0
N NO,
S SO,
X (halogen) X,

3. RAPPORT

3.1. Testrapport

Testrapporten skal i videst muligt omfang indeholde folgende punkter:

— Oplysninger om teststofferne: navn, strukturformel, molekylvagt, renhed, art af forureninger,
fysisk-kemiske egenskaber, identifikationsdata.

— Testbetingelser.

— Aktiveret slam: indsamlingslokalitet og koncentration.
— Teststof: koncentration.

— Testperiode.

— Testtemperatur

— Analytisk procedure:
— Forbehandling,
— instrumentelle analysebetingelser.
— Genfindelse ved analyseprocedure,
— Identifikation af omdannelsesprodukter.
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3.2.

— Resultater:
— Bionedbrydningskurver (kontrol af inoculum akéivitet svel som kurve for teststof).
— BOD (mg)
— B (mg)
— Sa (mg)
— Sb(mg)
— ThOd (mg)
— Procentvis nedbrydning fundet ved BOD.
— Procentvis nedbrydning fundet ved kemisk analyse.

— Kromatogrammer eller spektre af teststoffer, som er anskaffet og brugt med henblik pi
analyse.

— Bevis for gyldighed (se 1.3)

Fortolkning af resultater
Man mai tage den mulighed i betragtning, at nitrogenholdige stoffer kan pavirke resultatet.

Hvis genfindingsforholdet, Sb, findes at vare af sterrelsesordenen 10 % eller mindre, kan dette betyde
analytiske problemer eller f. eks. hydrolyse. 1-dette tilfxlde skal man vare meget varsom med
fortolkningen.

P4 grund af denne tests stramme forsegsbetingelser, betyder et lavt resultat ikke nedvendigvis, at
teststoffet ikke er bionedbrydeligt under miljsbetingelser, men indicerer, at mere arbejde vil vare
pakravet for at afgere dette.

Testkemikalier, der udviser et hejt oxygenforbrug i denne test, anses for let bionedbrydelige, forudsat at .
dette niveau et niet inden for ti dage, regnet fra den dag, hvor det observerede niveau af bionedbryd-
ningen forst overskrider 10 %.

REFERENCER

(1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 301C. Decision of the Council C(81) 30. Final.
(2) Biodegradability and bioaccumulation test of chemical substances (C-5/98/]JAP), 1978.

(3) The chemical substances control law in Japan (Chemical Products Safety Division, Basic Industries
Bureau, MITI) (C-2/78/]JAP, 1978.

(4) The biodegradability and bioaccumulation of new and existing chemical substances, 5,8
(C-3/78/]JAP), 1978.
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Tillzg 1
Principskitse af apparaturet til maling af oxygenforbrug i lukket méilesystem

Mikroorganismers oxygenforbrug kan bestemmes ved anvendelse af en elektrokemisk analyseproces,

f. eks. coulometri.

Apparatopstillingen er vist i felgende blok-diagram.

I det modificerede BOD-meter skal den skraverede del af raret der leder fra vaekstkolbe (1) erstattes med

et kapillarrer.
!

1
' | e e
! | | Elektrolyse |
: i { mdleenhed I
| |
! | ,fra s A L4 !
1 ( hver = [ -
| i en- —3 ]
| l lhed =47 |
|

| L :
b [
! | !
! | |
[ .
i ]

Testenhed x 6

______ —— e = ——— -

Bad med kontrolleret temperatur L“T
L] __N] reds-

| | |
‘ ! = |
! ® 1 ; Strom-
1 lob med' | | forsyning !
onstan ] !
: strom- : | .__.! l I ® |
' Kreds-
| e- til skriver | : :
| Co ® onstant | ) am | SM I
Lo Eendes ] Lo - - -
Styreenhed x 6 Forsyningsenhed

Proven, der er indeholdt i vakstkolben (1), omreres ved hjzlp af en magnetomrerer (2). Nir reaktionen
foregér, vil det i vasken opleste oxygen forbruges. Oxygen (O,) i rummet i vaekstkolben opleses i
vasken, hvorved der i stedet dannes CO,.

Da dette CO, absorberes af natronkalk (3), falder partialtrykket af oxygen i rummet og totaltrykket gir
ned.

Faldet i trykket detekteres og omszttes til et elektrisk signal ved hjzlp af et elektrode-type manometer
(4) og forsterkes af en forsterker (5) til styring af et rela-kredsleb (6), der styrer en synkronmotor (8).
Samtidig dannes elektrolytisk oxygen ved konstant strem fra en svovlsur kobberoplasning indeholdt i en
elektrolysekolbe (7).

Dette oxygen fodes til vakstkolben og normalisering af trykket mailes ved hjzlp af manometeret, hvilket
medferer afbrydelse af rele-kredslebet og standsning af elektrolysen og synkronmotoren.

Det frie rum i vakst-kolben holdes under konstant oxygentryk, og oxygenmangden, der forbruges i
vazkstkolben, er proportional med den elektrolytisk dannede oxygenmangde. Da den elektrolytiske
oxygenmzngde er proportional med elektrolysetiden, er elektrolysestremmen konstant. Derved omdan-
nes synkronmotorens (9) omdrejninger til et mV-signal ved hjzlp af det indskudte potentiometer,
hvorved oxygenforbruget automatisk optegnes p4 en skriver (10).

6-kanals skriver Skriverenhed

e |
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Tilleg 2
Beregning af det teoretiske biokemiske oxygenforbrug

Det teoretiske biokemiske oxygenforbrug (ThOD) af stoffer C.H,ClyN;Na,,O,P S, med molekylveg-
ten MW beregnes efter folgende formel:

16 | 2¢ +%(h—cl— 3n) + 3s +—§—p +—;_—na-ol
MW

ThODNH3 =

Denne beregning forudsatter, at C oxideres til CO,, H tl H,0, P tl P,O4 og Na til Na,O. Halogen
elimineres som hydrogenhalogenid og nitrogen som ammoniak.

Eksempel: Glucose C¢gH,,04, MW = 180

1
2x6+—2-»x12—

D)
180 = 1,07 mg O,/mg glukose.

16 (
ThOD =

Molekylvaegten af salte (bortset fra salte af alkalimetaller) beregnes under den forudszming, at saltene
er hydrolyseret.

Svovl antages at blive oxideret til oxidationstrin + 6.
Eksempel: Natrium-n-alkylbenzolsulfonat, C;gH;s50; Na, MW = 348:

29 1
16(36+7+3+—2——3

ThOD = T
348

) = 2,34 mg O,/mg stof.

I tilfede af nitrogenholdige stoffer, kan nitrogen elimineres som ammoniak, nitrit eller nitrat, hvortil
svarer forskellige teoretiske biokemiske oxygenforburg: )

16 | 2¢ +%(h —al) + 3s +—g-n +%p +%—na —ol
ThODNOi = e —— - e

MW

16 [2&: +%-(h - ) + 3sﬂ+—§-n +%p +-:12—na -—0]

MW

Eksempel: Antag fuld omdannelse til nitrat ved analyse af en sekundzr amin: (Cy;H,s);,NH,

MW = 353
16 §48 + 3 +%)
ThODyq,; = 74 = 3,44 mg O,/mg stof.

353
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Tillzg 3

Biotic degradation: Modifed MITI test

Testing INSTITULE: . ... . i it e i e i
Study director: . .o i e e e e
Date of start of the test: ... .. ... ...ttt ieiinennnnn EEEE RPN
Test material: ... ... ... Exp.no: .................
Chemical SITUCTUFE: . . vttt it ettt et ettt ettt
Analytical procedure: .. ... ... e e
ThOD or COD of test material: ... ... ... i it i e
Inoculum: e e et e
Sampling SIte: ... e

CONCENITALION: L it ittt ittt ettt ettt et ettt anneaaneeeneens

Test results:

BOD - B

.......... % degradation = ~ThoD X 100 % after 28 days

.......... % degradation = BOCDOE)} x 100 % after 28 days

.......... % degradation = sb S_b 52 100 % afeer 28 days

Validation of the results:

Control chemical:. . ... ... . e e e e '
Resule: ... ... ..., % degradation after 28 days ......... ... ... . . .,
Reference: (g o TR 1 T Y SO
Remarks:
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C. 8. NEDBRYDNING

BIOKEMISK OXYGEN-BEHOV

1. METODE

1.1. Indledning
Formilet med metoden er méiling af det biologiske oxygenbehov (BOD) for faste eller flydende
organiske stoffer. Data, som opnis med denne prove vedrerer vandopleselige forbindelser; dog kan
flygtige forbindelser, samt forbindelser med lav vandopleselighed ogsi afpreves, i det mindste i
princippet.
Denne metode kan kun anvendes p3 organiske prevematerialer, der ikke virker h#mmende for bakterier
ved den koncentration, som anvendes ved prevningen. Hvis prevematerialet ikke lader sig oplese ved
prevekoncentrationen, kan det vare nedvendigt at anvende serlige foranstaltninger, sisom ultralyd-
dispersion for at opni god fordeling af prevematerialet.

Oplysninger om kemikaliets toksicitet kan vzre nyttige for fortolkningen af lave resultater og i valget af
passende prevekoncentrationer.

1.2. Definitioner og enheder

BOD defineres som den mangde oplest oxygen, der kraves til den biokemiske oxydationsproces for en
nzrmere angivet mzngde oplesning af stoffet og under foreskrevne betingelser.

Resultatet udtrykkes som: g BOD pr. g undersegt stof.

1.3. Referencestoffer

Referencestoffer til kalibrering kan endnu ikke anbefales. Brugen af et egnet kontrolkemikalium til
kontrol af inoculums aktivitet er enskelig.

1.4. Prevemetodens princip

En forud bestemt mangde stof, oplest eller dispergeret i et egnet og godt gennemluftet medium podes
med mikroorganismer og inkuberes ved en konstant, defineret omgivelsestemperatur i merke.

BOD bestemmes ved forskellen mellem indholdet af oplest oxygen ved forsegets begyndelse og ved
forsogets afslutning. Forsegets varighed skal vare mindst fem dage og ikke over 28 dage.

Et blindforseg m3 udferes ved parallel prevning, men uden indehold af prevestof.

1.5. Kvalitetskriterier

Denne BOD-bestemmelse kan ikke betragtes som en gyldig bestemmelse af et stofs bionedbrydelighed,
men kun som en screeningtest.

1.6. Beskrivelse af proavemetoden

Der tilberedes en oplesning eller dispersions af stoffet for at opnd en BOD-koncentration, som er
forenelig med den anvendte metode. BOD bestemmes derpi efter en hvilken som helst egnet national
standardmetode. En international metode, vil dog blive foretrukket, nir en sidan har opniet
enighed.
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2. Dataevaluering

BOD-indholdet i oplesningen beregnes efter den valgte normalmetode og udtrykkes som g BOD pr. g
provestof.

3. RAPPORTERING

Den anvendte metode skal anferes. Det biokemiske oxygen-behov, BOD ber vare middeltallet af mindst
tre gyldige malinger.

Alle oplysninger og bemarkninger af betydning for fortolkningen skal rapporteres, navnlig med hensyn
til stoffets egen sammensatning, urenheder, fysisk tilstand og toksiske virkninger som vil kunne pavirke
resultaterne.

Eventuel brug af tilstningsstof til at hindre biologisk nitrifikation skal rapporteres.

4. REFERENCER
List of standardized methods, for example:

NF T 90—103: Determination of the Biochemical Oxygen Demand.
NBN 407: Biochemical Oxygen Demand.
NEN 3235 5.4: Bepaling van het biochemish zuurstofverbruik (BZV)

The Determination of Biochemical Oxygen "‘Demand, (Methods for the examination of Water and
Associated Materials, HMSO, London).
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C. 9. NEDBRYDNING

KEMISK-OXYGEN-FORBRUG

1. METODE

1.1. Indledning

Formalet med denne metode er at mile det kemiske oxygenforbrug (COD) for et organisk stof i fast eller
flydende form p& en narmere fastsat, standardiseret mide under givne laboratoriebetingelser.

Oplysninger om stoffets formel vil vere nyttig for udferelsen af undersagelsen og for fortolkningen af de

opniede resultater (f. eks. halogensalte, jern (ferro-) salte af organiske forbindelser, organiske
chlorforbindelser).

1.2. Definitioner og enheder
Det kemiske oxygenforbrug er et mil for et stofs evne til at kunne oxideres og det udirykkes som den
zkvivalente mangde oxygen i det oxiderende reagens, der forbruges af stoffet under givne laboratorie-

betingelser.

Resultatet udtrykkes som: g COD/g undersogt stof.

1.3. Referencestoffer
Referencestoffer behover ikke anvendes i alle tilfalde, nir et nyt stof underseges. De skal fortrinsvis

tjene til kalibrering af metoden fra tid til anden og derved give mulighed for at sammenligne med
resultater opniet ved andre metoder.

1.4. Metodeprincip
En afmilt mangde af stoffet, oplest eller dispergeret i vand, oxideres af kaliumdichromar i starkt
svovlsur oplesning med selvnitrat som katalysator under tilbagesvaling i to timer. Den uforbrugte

mangde dichromat bestemmes ved titrering med en standardoplesning af ferroammoniumsulfat. I
tilfzlde af chlorholdige stoffer tilszttes mercurisulfat for at nedsztte chloridinterferens.

1.5. Kvalitetskriterier

Metoden har karakter af vilkirligt fastlagt standardmetode, og COD md mere betragtes som en
»oxyderbarhed indikator« end som mal for mangden af organisk stof.

Chlorid kan forstyrre mailingen; uorganiske reducerende eller oxiderende stoffer kan ogsi forstyrre
COD-bestemmelse.

Visse cykliske forbindelser oxideres ikke fuldstendigt ved denne metode.

1.6. Metodebeskrivelse

En forelobig oplesning eller opslemning af stoffet fremstilles, siledes at der opnis en COD-verdi
mellem 250 og 600 mg pr. liter.
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Bemcarkning:

I tilfelde af vanskeligt opleselige og ikke opslemmelige stoffer kan der afvejes fint pulveriseret eller
vaeskeformigt stof svarende til ca. fem mg COD og dette overferes da til forsegsopstillingen med
vand.

COD bestemmes derefter ved hjzlp af en egnet national standardmetode indtil offenliggarelsen af en
international standardmetode, der da vil blive foretrukket.

DATA

COD-indholdet i forsegskolben beregnes i henhold til den valgte standardmetode og omregres til g
COD pr. g undersagt stof.

RAPPORTERING

Den anvendte referencemtode skal anferes.

Det kemiske oxygenforbrug ber vare et gennemsnit af mindst tre mélinger. Alle oplysninger og
bemarkninger, der er af betydning for fortolkningen af resultaterne, skal rapporteres, iszr hvad angir
urenheder, fysisk tilstand og naturlige egenskaber ved stoffet (hvis sidanne kendes), der mitte kunne

pévirke resultaterne.

Anvendelsen af mercurisulfat for at mindske chloridforstyrrelsen m rapporteres.

REFERENCER

Liste over standaridserede metoder, for eksempel:

NBN T 91 — 201: Determination of the Chemical Oxygen Demand.

ISBN 0 11 7512494: Chemical Oxygen Demand (dichromate value) of polluted and waste
waters.

NF T 90 — 101: Determination of the Chemical Oxygen Demand.

DS 217 = Water Analysis: Determination of the Chemical Oxygen Demand.

DIN 38409 — H — 41: Determination of the Chemical Oxygen Demand (COD) within the range
above 15 mg/l.

NEN 3235 5.3: Bepalinge van het chemisch zuurstofverbruik.
ISO DP 6060: Water Quality: Chemical Oxygen Demand Dichromate Methods.
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C. 10. NEDBRYDNING
ABIOTISK NEDBRYDNING: HYDROLYSE SOM FUNKTION AF pH

1. METODE

Denne metode er baseret pd »OECD Test Guideline« (1).

1.1. Indledning

Hydrolyse er en vigtig reaktion, der styrer den abiotiske nedbrydning. Denne reaktion er serlig relevant
for stoffer med lav bionedbrydelighed, og den kan have indflydelse pa et stofs persistens i miljoet.

De fleste hydrolysereaktioner er af pseudo-ferste orden, og derfor er halveringstiden uafhangig af
koncentrationen. Dette betyder, at resultater, der er bestemt ved laboratoriekoncentrationer, normalt
kan ekstrapoleres til forholdene i miljoet.

Endvidere foreligger der adskillige eksempler (2) pa tilfredsstillende overensstemmelse mellem resultater
bestemt i rent og i naturligt forekommende vand, og dette er tilfzldet for flere typer kemiske stoffer. Det
er nyttigt p forhdnd at have oplysninger om stoffets damptryk ved udferelse af metoden.

Denne metode kan kun anvendes pi vandopleselige stoffer. Urenheder vil almindeligvis pavirke
resultaterne.

Kemiske stoffers hydrolyseegenskaber skal underseges ved pH-vardier, som normalt findes i miljget
(pH 4—9).

1.2. Definitioner og enheder

Hydrolyse er reaktionen af et stof RX med vand og kan udtrykkes ved nettoudskiftningen af gruppen X
med OH

RX + HOH -~ ROH + HX (1)

Den hastighed, hvormed koncentrationen af RX aftager, er givet ved

hastighed = k - [H,0] - [RX] (2)

Da vand er til stede i stort overskud i forhold til stoffet, beskrives denne type reaktion almindeligvis som
en pseudo-forste ordens reaktion, hvor den iagttagne hastighedskonstant er givet ved ligningen

kops = k + [H,0] (3)

obs

Denne konstant kan ved et givet pH og en given temperatur T bestemmes ud fra udtrykket

2,303
l(obs = - " IOg 2 4
t <
hvor
t = er tiden,
Cy = er koncentrationen af stoffet ved tiden 0,
C, = er koncentrationen af stoffet ved tiden t, og

2,303 = er faktoren for omregning mellen naturlige logaritmer og titalslogaritmer.
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1.3.

1.4.

1.5.

Koncentrationerne er udtryke i g/1 eller mol/l.

Konstanten kg, har dimensionen (tid)-1.

Halveringstiden t %, er defineret som den tid, det tager koncentrationen af stoffet at falde 50 %, dvs.
&= C (5)

Ved hjzlp af ligning (4) og (5) kan det vises, at

ty, = 0,693 /K, (6)

Referencestoffer

Referencestoffer behever ikke at anvendes i alle tilfzlde ved undersegelse af et nyt stof. De ber primart
tjene til at kontrollere metoden med jzvne mellemrum samt give mulighed for sammenligning med
resultater, der opnds ved anvendelse af en anden metode. Acetylsalicylsyre (aspirin) og

0,0-diethyl-0-(6-methyl-2-(1-methylethyl)-4-pyrimidinylphosphorthioat {dimpylate, diazinon)

har veret anvendt som referencestoffer (1).

Prevemetodens princip

Stoffet oplases i vand i lav koncentration ved kendt pH og temperatur.

Faldet i stoffets koncentration som funktion af tiden folges ved hjzlp af en egnet analysemetode.

Koncentrationernes logaritmer afbildes mod tiden, og hvis der fremkommer en ret linje, fis den forste
ordens hastighedskonstant af dens hldning (jf. punkt (2)).

Nir det ikke er praktisk muligt direkte at bestemme en hastighedskonstant for en bestemt temperatur,
kan man szdvanligvis skenne en vardi for konstanten ved brug af Arrhenius-ligningen, som udtrykker
hastighedskonstantens afhangighed af temperaturen. Ud fra en linezr afbildning af logaritmen il
hastighedskonstanten, bestemt ved passende temperaturer, mod den reciprokke absolutte temperatur
(K) kan der ekstrapoleres til den hastighedskonstant, der ikke kunne bestemmes direkte.

Kvalitetskriterier

I reference (2) er det anfert, at hastighedskonstanter for hydrolyse af 13 grupper organiske stoffer kan
bestemmes med stor nejagtighed.

Gentageligheden afhznger iszr af pH og af koncentrationen af oplest oxygen og kan pavirkes af, at der
er mikroorganismer til stede.
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1.6. Beskrivelse af pravemetoden
1.6.1. Reagenser
1.6.1.1. Bufferoplesninger

Proven udferes ved tre pH-vardier, nemlig 4,0, 7,0 og 9,0. Til dette forma!l ber bufferoplesninger
fremstilles under brug af analyserene kemikalier og sterilt destilleret eller deioniseret vand. I bilag I er
vist nogle eksempler p4 buffersystemer.

Hydrolysehastigheden kan afhange af det anvendte buffersystem. Hvis der er tegn herpi, ber der

anvendes et andet buffersystem. 1 reference (2) anbefales borat- eller acetatbuffere frem for phosphat-
buffere.

Hvis bufferoplesningens pH ikke er kendt ved den temperatur, der benyttes ved prevningen, skal pH
bestemmes med et kalibreret pH-meter ved den valgte temperatur med en nejagtighed pi
0,1 pH-enheder.

1.6.1.2. Proveoplesninger

Stoffet ber opleses i den valgte buffer i en koncentration, der ikke overstiger 0,01 M eller den halve
mztningskoncentration, idet den laveste verdi legges til grund.

Brug af organiske oplesningsmidler, der er blandbare med vand, anbefales kun til stoffer med lav
vandopleselighed. Oplesningsmidlets mangde ber hejst vere 1 %, og det mi ikke indvirke pi
hydrolyseprocessen.

1.6.2. Apparatur

Der bruges glaskolber med prop, men der mi ikke anvendes fedt pi slibene.

Hvis stoffet eller buffersystemet er flygtigt, eller hvis preven udferes ved forhejet temperatur,
foretrzkkes forseglede eller membranlukkede glas, og luftmellemrum mellem vaskeoverflade og lukke
ber undgas.

1.6.3. Analysemetode

Analysemetoden afhanger af stoffets art og skal vare tilstrzkkelig nejagtig og felsom i, at et fald pa
10 % i forhold til startkoncentrationen kan pavises.

Metoden skal vare specifik, siledes at stoffet kan besternmes ved prevekoncentrationerne, og der kan
udmarket benyttes en kombination af egnede analyseteknikker.

1.6.4. Provningsbetingelser

Provningen udferes i et termostatstyret aflukke eller i et bad, hvis temperatur ligger inden for + 0,5° C
af den valgte temperatur. Temperaturen kontrolleres inden for + 0,1° C. Der traffes foranstaltninger
til at undgd pavirkning ved fotolyse.

Der trzffes egnede foranstaltninger til at undga oplest oxygen (f. eks. ved gennembobling med nitrogen
eller argon i fem minutter for fremstilling af oplesningen).
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1.6.5. Fremgangsmdde

1.6.5.1. Forhindsprevning

Der udferes for alle stoffer en forhindsprovning ved 50° C + 0,5° C ved tre pH-vardier, 4,0, 7,0 og
9,0. Der foretages tilstreekkelig mange milinger til ved hver pH-vardi og ved 50° C at bestemme, om
halveringstiden (t,,Jer mindre end 2,4 timer, eller om mindre end 10 % er hydrolyseret efter fem dage.
(Det skannes, at disse verdier svarer omtrent til halveringstider p4 henholdsvis mindre end én dag og
mere end ét &r under forhold, der er mere reprasentative for miljeet (25° C).)

Hvis forhindsprevningen viser, at 50 % eller mere af stoffet er hydrolyseret pa 2,4 timer ved 50° C,
eller at mindre end 10 % er hydrolyseret efter fem dage, ved hver af de tre pH-veardier (4, 7 0og 9), er
yderligere afprevning ikke nedvendig.

1 andre tilfzlde, og ved enkelte pH-vardier, hvor betingelserne ikke har varet opfyldt, udferes prove
nr. 1.

1.6.5.2. Preve nr. 1

Prove nr. 1 udferes ved én temperatur, fortrinsvis 50 + 0,5° C og om muligt under sterile forhold, ved
de pH-vzrdier, hvor forhdndsprevningen har vist, at yderligere prevning er pikravet Der valges et
tilstreekkeligt antal prever (ikke mindre end fire) til at daekke intervallet 20 til 70 % hydrolyse, siledes
at det ved de specificerede pH-vaerdier kan kontrolleres, at reaktionen er af pseudo-ferste orden.

Reaktionens orden bestemmes ved hver af de pH-vardier, ved hvilke prove nr. 1 udferes.

Skon over hastighedskonstanten ved 25° C

Hvorledes der skal gis frem eksperimentek, afhanger af, om man ud fra preve nr. 1 kan slutte, at
reaktionen er af pseudo-forste orden eller ikke.

Hyvis det ud fra prove nr. 1 ikke med sikkerhed kan konkluderes, at reaktionen er af forste orden, ma
der udferes yderligere forseg som beskrevet i prave nr. 2.

Huvis det ud fra preve nr. 1 kan konkluderes med bestemthed, at reaktionen er af psexdo-ferste orden,
udferes de folgende forseg som beskrevet i preve nr. 3. (Alternativt kan man under sarlige
omstzndigheder muligvis beregne hastighedskonstanterne ved 25° C ud fra konstanter ved 50° C, som
er fremkommet p3 grundlag af resultater fra preve nr. 1, jf. punkt 3.2).

1.6.5.3. Preve nr. 2

Denne prove udferes ved alle de pH-vardier, hvor det ifolge resultaterne af preve nr. 1 er pakravet,
— enten ved én temperatur under 40° C
— eller ved to forskellige temperaturer over 50° C med mindst 10° C imellem.

For hver pH-vardi og temperatur, hvor preve nr. 2 udferes, bestemmes mindst seks passende
fordelte datapunkter, siledes at hydrolysegraden ligger i intervallet 20 til 70 %.

For én pH-vardi og én temperatur udferes en dobbeltbestemmelse. Hvis prove nr. 2 udferes ved to
temperaturer over 50° C, er det at foretrzzkke at udfere dobbeltbestemmelsen ved den laveste af de
to temperaturer.

For hver pH-vardi og temperatur, hvor preve nr. 2 udferes, angives om muligt et grafisk sken over
halveringstiden (t,,).
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1.6.5.4. Prove nr. 3

Denne prove udferes ved alle de pH-vardier, hvor det ifelge resultaterne af prove nr. 1 er pikravet,
— enten ved én temperatur under 40° C

— eller ved to forskellige temperaturer over 50° C med mindst 10° C imellem. -

For hver pH-vardi og temperatur, hvor preve nr. 3 udferes, bestemmes tre datapunkter, det forste ved
tiden 0 og det andet og det tredje, nir hydrolysegraden er storre end 30 %; konstanten -k, og- ty,
beregnes.

2. DATA

For reaktionen af pseudo-forste orden fremkommer vardierne af k;, for hver pH-veerdi og temperatur,
proven er udfert ved, ud fra afbildninger af logaritmen til koncentrationen mod tiden ved hjzlp af
udtrykket

kops = — haldning x 2,303.

Derefter kan t,, beregnes ifelge ligning (6).
Hvor det er muligt, skennes en vardi for k5. ved hjzlp af Arrhenius-ligningen.

JE. punkt 3.1 for reaktioner, der ikke er af pseudo-ferste orden.

3. RAPPORT

3.1. Rapportering

Provnings-rapporten skal om muligt omfatte felgende oplysninger:
— specifikation af stoffet,

— alle resultater, der fremkommet med referencestoffer,

— princippet og enkelthederne i den anvendte analysemetode,

— for hvor prevning: temperatur, pH-verdi, buffersammensaztning og en tabel over alle koncentra-
tion/tid-datapunkter,

— for pseudo-forste ordens reaktioner vardierne af kg, og t,,, samt hvorledes de er beregnet,

— for reaktioner, der ikke x er af pseudo-forste orden, afbildninger af logaritmen til koncentrationen
mod tiden,

"— alle oplysninger og bemzrkninger af betydning for fortolkning af resultaterne.

3.2, Fortolkning af resultater

Det kan vare muligt at beregne acceptable vardier for prevestoffers hastighedskonstant (ved 25° C),
forudsat at der for stoffets homologe findes eksperimentelt bestemte aktiveringsenergier, og at det med
rimelighed kan antages, at prevestoffets aktiveringsenergi er af samme sterrelsesorden.
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Tilleg 1

BUFFERBLANDINGER

A. CLARK OG LUBS

De pH-vardier, som er angivet i disse tabeller, er beregnet ud fra de potentielle milinger under brug af
Serensens standardligninger (1909). De egentlige pH-vardier ligger 0,04 enheder hojere end de anferte

vardier.

Sammensatning

/

0,1 M kaliumhydrogenphthalat + 0,1 N HCl ved 20° C
2,63 ml. 0,1 N HCI + ml. phtalate to 100 ml

0,1 M kaliumhydrogenphthalat -+.0,1 N NaOH ved 20° C

0,40 ml. 0,1 N NaOH + 50 ml. phtalate to 100 ml
3,70 ml. 0.1 N NaOH + 50 ml. phtalate to 100 ml

0,1 M kaliumhydrogenphosphat .+ 0,1 N NaOH ved 20° C

23,45 ml 0,1 N NaOH + 50 ml phosphat til 100 mi
29,63 ml 0.1 N NaOH + 50 m! phosphat til 100 ml
35,00 ml 0.1 N NaOH + 50 ml phosphat til 100 ml

0,1 M H;BO; i 0,1 M KCl + 0,1 N NaOH ved 20° C

16,30 ml 0,1 N NaOH + 50 ml borsyre til 100 ml
21,30 ml 0,1 N NaOH + 50 ml borsyre til 100 ml
26,70 ml 0,1 N NaOH + 50 ml borsyre til 100 ml

B. KOLTHOFF OG VLEESCHHOUWER

Sammensztning

0,1 M monokaliumcitrat og 0,1 N NaOH ved 18° C (Tilszt sma thymolkrystaller eller nogle f&
milligram kvikselv for at forebygge svampevakst.)

2,0 ml 0.1 N NaOH + 50 ml citrat til 100 ml
9,0 ml 0.1 N NaOH + 50 ml citrat til 100 ml
16,3 ml 0.1 N NaOH + 50 ml citrat til 100 ml

pH

3,8

4,0
4,2

6,8
7,0
7,2

8,8
9,0
9,2

pH

3,8
4,0
4,2
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C. SORENSEN

0,05 M borax + 0,1 N HCI

Sammenszatning

ml Borax

ml HCI

-

OO:"—‘N
SLNnOUnD

0,05 M borax + 0,1 N NaOH

Sammensatning

ml Borax ml HCI'
10,0 0,0
9,0 1,0
8,0 2,0
7,0 3,0

18 °C

Serensen
18 °C

pH
Walbum
10 °C 40 °C 70 °C
8,96 8,77 8,59
9,06 8,86 8,67
9,14 8,94 8,74
9,22 9,01 8,80
9,30 9,08 8,86
pH
Watbum
10 °C 40 °C 70 °C
9,30 9,08 8,86
9,42 9,18 8,94
9,57 9,30 9,02
9,76 9,44 9,12
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