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KOMMISSION

RICHTLINIE DER KOMMISSION
vom 25. April 1984 )

zur sechsten Anpassung der Richtlinie 67/548/EWG des Rates zur Angleichung der
Rechts- und Verwaltungsvorschriften fiir die Einstufung, Verpackung und Kennzeichnung
gefihrlicher Stoffe an den technischen Fortschritt ‘

(84/449/EWG)

DIE KOMMISSION DER EUROPAISCHEN
GEMEINSCHAFTEN —

gestiitzt auf den Vertrag zur Grindung der Euro-
piischen Wirtschaftsgemeinschaft, :

gestiitzt auf die Richtlinie 67/548/EWG des Rates vom
27. Juni 1967 zur Angleichung der Rechts- und Verwal-
tungsvorschriften fiir die Einstufung, Verpackung und
Kennzeichnung gefahrlicher Stoffe (1), zum sechstenmal

- geandert durch die Richtlinie 79/831/EWG des

Rates (2), insbesondere durch die Artikel 19, 20 und
21, :

in Erwiagung nachstehender Griinde:

Nach Artikel 3 Absatz 1 der Richtlinie 79/831/EWG
erfolgt die Bestimmung der physikalisch-chemischen
Eigenschaften der Stoffe und Zubereitungen sowie ihrer
Toxizitit und Okotoxizitit nach den in Anhang V
vorgesehenen Methoden. ‘

Gemif Artikel 19 der Richtlinie 79/831/EWG vom
18. September 1979 findet auf Anhang V das genannte
Verfahren des Ausschusses fiir die Anpassung an den
technischen Fortschritt Anwendung. Insbesondere sind
die von den zustindigen internationalen Einrichtungen
anerkannten und empfohlenen Methoden zu . beriick-
sichtigen, sofern solche Empfehlungen abgegeben wur-

den.

Die vorliegende Richtlinie stimmt mit der Stellung-
nahme des Ausschusses fiir die Anpassung der Richtli-
nien iiber die Beseitigung der technischen Handels—

(1) ABL Nr. 196 vom 16. 8. 1967, S. 1.
(2) ABL Nr. L 259 vom 15. 10. 1979, §. 10.

hemmnisse bei gefihrlichen Stoffen und Zubereitungen
an den technischen Fortschritt tiberein —

HAT FOLGENDE RICHTLINIE ERLASSEN:

Artikel 1

Der Text des Anhangs V der Richtlinie 67/548/EWG
wird durch den Text des Anhangs dieser Richtlinie
ersetzt.

Artikel 2

. Die Mitgliedstaaten erlassen und verdffentlichen bis

zum 1. Juli 1985 die erforderlichen Bestimmungen, um
dieser Richtlinie nachzukommen, und setzen die Kom-
mission hiervon unverziiglich in Kenntnis. Sie wenden
diese Bestimmungen spitestens ab 1. Juli 1986 an.

Artikel 3

Diese Richtlinie ist an alle Mitgliedstaaten gerichtet.

Briissel, den 25. April 1984

Fiir die Kommission
Karl-Heinz NARJES

Mitglied der Kommission
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ANHANG

In diesem Anhang werden die Methoden zur Bestimmung der physikalisch-chemischen,
toxikologischen und 6kotoxikologischen Eigenschaften gemifl den Anhingen VII und VIII
der Richtlinie 79/831/EWG beschrieben. Diese beruhen auf Methoden, die von den
zustindigen intérnationalen Stellen (insbesondere OECD) anerkannt und empfohlen worden
sind.

Wo keine solchen Methoden verfiigbar waren, sind einzelstaatliche Normen oder von den
Wissenschaftlern vereinbarte Methoden gewihlt worden. Generell sollten die Versuche mit
den auf dem Markt erhiltlichen Stoffen durchgefiihrt werden. Beachtung ist dem méglichen

Einfluf von Verunreinigungen auf die Ergebnisse beizumessen.

Wenn die Methoden dieses Anhanges nicht geeignet fir die Untersuchung einer bestimmten
Eigenschaft sind, mufl der Anmelder die alternativ benutzte Methode begriinden.

Die Tierversuche sind in Ubereinstimmung mit den einzelstaatlichen Bestimmungen durch-

- zufiihren und sollten humanen Kriterien und den neuesten internationalen Erkenntnissen im

Bereich der Tiergesundheit Rechnung tragen.

Bei gleichwertigen Priifmethoden ist nur diejenige anzuwenden, die die geringeren Tieropfer
erfordert.
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A: METHODEN ZUR BESTIMMUNG DER PHYSIKALISCH-CHEMISCHEN
EIGENSCHAFTEN

A. 1. SCHMELZPUNKT/SCHMELZBEREICH

1. METHODEN

Den beschriebenen Methoden liegt die OECD-Priifrichtlinie (1) zugrunde.

1.1. Einleitung

Die hier beschriebenen Methoden und Gerite sind in bezug auf die Reinheitsgrade zur Bestimmung des
Schmelzpunkts der meisten chemischen Substanzen anzuwenden.

Die Wahl der bestgeeigneten Methode hingt von der Natur der zu untersuchenden Substanz ab.

Die Anwendbarkeit ist davon abhingig, ob sich der betreffende Stoff leicht, schwierig oder iiberhaupt
nicht pulverisieren lifSt.

Fiir bestimmte Stoffe bietet sich eher eine Bestimmung des Gefrier- oder Erstarrungspunktes an: folglich
wurden Vorschriften fiir diese Bestimmungen in die Priifrichtlinie aufgenommen.

1.2. Definitionen und Einheiten

Als Schmelzpunkt (Smp.) bezeichnet man diejenige Temperatur, bei der unter normalem atmosphiri-
schem Druck der Ubergang zwischen fester und fliissiger Phase stattfindet.

Unter idealen Bedingungen entspricht diese Temperatur ebenfalls dem Erstarrungspunkt oder dem
Gefrierpunkt. Da bei vielen Substanzen der Phaseniibergang in einem weiten Temperaturbereich
stattfindet, wird dieser Ubergang auch oft als Schmelzbereich bezeichnet.

Umrechnung der Einheiten (K in °C)

t=T - 273,15

wobei t in °C und T in K ausgedriickt sind.

1.3. Referenzsubstanzen

Referenzsubstanzen miissen nicht in allen Fillen verwendet werden, in denen eine neue Priifsubstanz
untersucht wird. Die Referenzsubstanzen sollten in erster Linie dazu dienen, die Mefanordnung von
Zeit zu Zeit zu kalibrieren und bei Anwendung einer anderen Methode einen Vergleich der Ergebnisse
zu ermoglichen. '

Einige der Eichsubstanzen sind in den unter Punkt (2) aufgefiihrten Methoden zu finden.

1.4. Prinzip der Priifmethode

Man bestimmt die Temperatur oder den Temperaturbereich der Phasenumwandlung vom festen in den
fliissigen Zustand. In der Praxis wird eine Probe der zu untersuchenden Substanz bei Atmosphirendruck
erhitzt. Die Temperaturen des Schmelzbeginns, sowie des vollstindigen Schmelzens werden bestimmt.
Drei Typen von Methoden werden beschrieben: Kapillarmethoden, Heiztischmethoden und Gefrier-
punktbestimmungen.
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1.4.1.

1.4.1.1.

1.4.1.2.

1.4.1.3.

1.4.2.

1.4.2.1.

1.4.2.2.

1.4.2.3.

Die Kapillarmetbode

Schmelzpunktgerite mit Flissigkeitsbad

Eine geringe Menge der fein zerriebenen Substanz wird in ein Kapillarrohrchen gefiillt und durch
Klopfen verdichtet. Das Rohrchen wird zusammen mit einem Thermometer erhitzt und dabei der
Temperaturanstieg so eingestellt, daf§ er wihrend des eigentlichen Schmelzvorgangs weniger als 1 K pro
min betrigt. .

Man notiert die Temperaturen des Schmelzbeginns und des Schmelzendes.

Metallblock

Wie in 1.4.1.1, jedoch mit dem Unterschied, dal das Kapillarréhrchen und das Thermometer in einem
Metallblock befestigt sind und sich durch Offnungen in dem Block beobachten lassen.

Bestimmung mit Photozelle

Die in dem Kapillarrdhrchen befindliche Substanzprobe wird in einem Metallzylinder automatisch
erwirmt. In dem Zylinder befindet sich eine Offnung, und ein gebiindelter Lichtstrahl wird auf diesem
Wege durch die Probe auf eine genauestens geeichte Photozelle gerichtet. Nun dndern sich die optischen
Eigenschaften der meisten Substanzen beim Schmelzen von opak nach durchsichtig. In diesem
Augenblick steigt also die Lichtintensitit in der Photozelle, und .ein Stopsignal wird zum Mef3gerit
iibertragen, das die Temperatur des in der Heizkammer befindlichen Platin-Widerstandsthermometers
iibernimmt. Allerdings eignet sich diese Methode nicht fiir einige stark gefirbte Substanzen.

Heiztische

Kofler-Heizbank

Die Wirkungsweise der Kofler-Heizbank beruht auf zwei elektrisch beheizten Metallblocken unter-
schiedlicher Wirmeleitfahigkeiten, wobei die Bank selbst so ausgelegt ist, dafl auf ihrer ganzen Linge
ein fast linearer Temperaturgradient herrscht. Der Temperaturbereich der Heizbank liegt im allgemei-
nen zwischen 283 K bis 543 K. Die Bank verfiigt iiber eine spezielle Temperaturableseeinrichtung
bestechend aus Liufer mit Zeiger und einer fiir die jeweilige Heizbank ausgelegten Skala. Zur
Schmelzpunktbestimmung wird die betreffende Substanz in einer diinnen Schicht direkt auf die
Oberfliche der Heizbank aufgebracht. In wenigen Sekunden zeichnet sich eine scharfe Trennlinie
zwischen der fliissigen und der festen Phase ab. Zur Ablesung der Temperatur wird der Zeiger auf die
Trennlinie eingestellt.

Das Schmelzmikroskop

Zur Schmelzpunktbestimmung mit sehr kleinen Stoffmengen sind verschiedene Heiztische mit Mikro-
skop im Gebrauch. Die meisten Heiztische mit Mikroskop bedienen sich zur Temperaturablesung
empfindlicher Thermoelemente, doch werden ebenfalls Quecksilberthermometer verwendet. Das
typische Schmelzpunktbestimmungsgerit mit Heiztisch und Mikroskop besitzt eine Heizkammer mit
einer Metallplatte, auf welcher die auf einem Objekttriger befindliche Probe angebracht wird. Durch
eine Offnung im Mittelpunkt der Metallplatte wird iiber den Beleuchtungsspiegel des Mikroskops ein-
Lichtbiindel gerichtet. Bei Messungen wird die Heizkammer durch eine Glasplatte abgedeckt, damit die
Probe vor Lufteinfliissen geschiitzt wird.

Das Aufheizen der Probe wird durch einen Regelwiderstand kontrolliert. Fiir sehr genaue Messungen an
optisch anisotropen Substanzen kann polarisiertes Licht verwendet werden.

Die Meniskusmethode
Diese Methode wird vor allem fiir Polyamide angewandt.

Bestimmung der Temperatur, bei der sich ein Silikonélmeniskus, der zwischen dem Heiztisch und einer
durch die Polyamidprobe getragenen Glasabdeckplatte eingeschlossen ist, sichtbar verlagert.
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1.4.3. Methoden zur Gefrierpunktbestimmung
Die Probe wird in ein dazu bestimmtes Reagenzglas gefiillt und in ein Gerit zur Bestimmung des
Kristallisationspunkts gestellt.
Wihrend des Abkiihlens wird die Probe langsam und kontinuierlich geriihrt und die Temperatur alle
30 Sekunden abgelesen und notiert. )
Diejenige Temperatur, bei der der Temperaturverlauf wihrend einiger Ablesungen konstant bleibt, ist
(nach entsprechender Thermometerkorrektur) die Kristallisationstemperatur.
1.5. Qualititskriterien
Der Anwendungsbereich und die Genauigkeit der Methoden zur Bestimmung von Schmelzpunkt und
Schmelzbereich sind der Tabelle zu entnehmen.
TABELLE: ANWENDBARKEIT DER BESCHRIEBENEN METHODEN
A. Kapillarmethoden
Mefmethod gul\l;cri- nichtpulverisierbare | Tempera- lr-‘:f;lfilﬁz Bemerk -
elsmethode Ss;)er are Substanzen turbereich |Genauigkeit merkungen
ubstanzen 1
Schmelzpunktgerite mit Ja nur wenige 273K | + 0,3 K| exist.-Standard
Fliissigkeitsbad . bis JIS K 0064
573K | )
Schmelzpunktgerite mit Ja nur wenige 293K | + 0,5 K| exist.-Standard
Metallblock bis ISO 1218-(E)
573K
Photozellengerite Ja verschiedene, 253K |+ 0,1 K
unter Verwen- bis
dung bestimm- | 573 K
ter Zusatzge-
rate
(1) Je nach dem verwendeten Geritetyp und Reinheitsgrad der verwendeten Stoffe.
B. Heiztische und Gefrierpunktbestimmungen
pulveri- | 1 erb T ungcféhl]'e
A nichtpulverisierbare empera- maximale
Mefmethode S:i:»esrtgirzeen Substanzen turbereich |Genauigkeit Bemerkungen
Q]
Kofler-Heiztisch ‘ Ja nein 283K | + 1,0 K| Standard ANSI/
bis ASTM
543 K D 3451-76
Schmelzmikroskop Ja nur wenige 273K | + 0,2 K| Standard DIN
bis 53736
573K .
(mogl.
bis
1773 K)
Meniskusmethode * Nein speziell fir 293K | + 0,5 K| Standard ISO
Polyamide bis 1218-(E)
573K :
Gefrierpunktmethoden fur fur 223K | £ 0,5K Standards z.B.
Flissig-| Fliissigkeiten bis BS 4699
keiten 573K

(‘)‘ Je nach dem verwendeten Geritetyp und Reinheitsgrad der verwendeten Stoffe.
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1.6. Beschreibung der Methoden
Die Durchfithrung fast aller hier aufgefiihrten Priifmethoden ist in nationalen und internationalen
Normen beschrieben (siehe Anlage).
1.6.1. Methoden mit Kapillarrobr
Im allgemeinen lassen sich bei fein pulverisierten Substanzen im Verlaufe eines langsamen Temperatur-
anstiegs die in Abbildung 1 dargestellten Schmelzstadien erkennen.
Abbildung 1
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Stadium A Stadium B Stadium C Stadium D Stadium E
Stadium A: (Schmelzbeginn, Feuchtpunkt): Feine Trépfchen haften glelchmaﬂlg an der Innenwand des.
Kapillarrohrs.
Stadium B: (Schrumpfpunkt): Aufgrund des Schrumpfens der Probe bildet sich zwischen Innenwand
und Probe ein klarer Flissigkeitsfilm.
Stadium C: (Beginn des Zusammenfallens): Die geschrumpfte Probe beginnt nuﬁ nach unten zusam-
menzufallen und wird flissig.
Stadium D: (Verfliissigungspunkt): An der Oberfliche bildet sich ein vollstindiger Meniskus, aber ein
erheblicher Teil der Probe ist noch fest. '
Stadium E: (Endstadium des Schmelzens): Die Probe enthilt keine festen Teilchen mehr.
Wihrend der Schmelzpunktbestimmung werden die Temperaturen beim Beginn und Ende des Schmelz-
vorgangs registriert.
1.6.1.1. Schmelzpunktbestimmungsgerite mit Flissigkeitsbad

Abbildung 2 enthilt die Darstellung einer genormten Glasapparacur zur Schmelzpunktbestlmmung
(JIS K 0064). Alle Dimensionsangaben in mm.
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Abbildung 2
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: Kapillarréhrchen aus Glas,
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von 1,0 mm + 0,2 mm und einer Wandstirke von
0,2 bis 0,3 mm.
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Die Badfliissigkeit:

Je nach dem Schmelzpunkt sollte eine der nachstehenden Fh'issigkei}en gewihlt werden. Fliissiges
Paraffin fiir Schmelzpunkte nicht iiber 473 K konz. Schwefelsiure oder Silikonél fiir Schmelzpunkte
nicht {iber 573 K.

Fiir Schmelzpunkte iiber 523 K wird eine Mischung aus drei Gewichtsteilen Schwefelsdure und zwei
Gewichtsteilen Kaliumsulfat benutzt. ‘

Thermometer:

Es sollten nur solche Thermometer verwendet werden, die den Anforderungen der nachstehenden oder
anderer gleichwertiger Normen entsprechen:
ASTM E 1-71, DIN 12770, JIS K 8001.

Durchfithrung:

Die getrocknete Substanz wird in einem Mérser fein zerrieben und anschliefend in ein an einem Ende
zugeschmolzenes Kapillarrohrchen gefille. Nach Verdichten durch Klopfen sollte die Fiillhéhe etwa
3 mm betragen. Zu diesem Zweck lifit man das Kapillarrohrchen aus ca. 700 mm Héhe durch. ein
Glasrohr auf ein Uhrglas fallen.

Das gefiillte Kapillarrohrchen wird derart in das Bad eingebracht, daff der mittlere Teil der Quecksil-
berkugel des Thermometers das Kapillarréhrchen an der Stelle beriihrt, an der sich die Probe befindet.
Gewohnlich fithrt man das Kapillarrohrchen etwa 10 K vor Erreichen des Schmelzpunkts in das Gerit
ein.

Das Fliissigkeitsbad wird so beheizt, daff der Temperaturanstieg etwa 3 K pro min betrigt. Dabei muf
die Fliissigkeit geriihrt werden. Etwa 10 K vor dem Erreichen der erwarteten Schmelztemperatur wird
der Temperaturanstieg auf maximal 1 K pro min reduziert.

Berechnung;:

Die Berechnung des Schmelzpunkts wird folgendermaflen durchgefiihrt:

T = Tp + 0,00016 (Tp - Tg)n
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Darin bedeuten:
T = korrigierte Schmelztemperatur in K;
Tp = Temperaturablesung am Thermometer D in K,
Ty = Temperaturablesung am Thermometer E in K,
n = Anzahl der Grade, die der Quecksilberfaden des Thermometers D aus der Flissigkeit
herausragt.
1.6.1.2. Bestimmungen im Metallblock

Das Geriit besteht aug:

einem zylindrischen Metallblock; dessen oberer Teil hohl ist und eine Heizkammer bildet (vergleiche
Abbildung 3),

einer Abdeckplatte aus Metall mit zwei oder mehreren Offnungen, durch welche Rohrchen in den
Metallblock eingebracht werden kénnen,

einem Heizsystem fiir den Metallblock, beispielsweise mit einem in den Metallblock eingeschlosse-
nen elektrischen Heizwiderstand,

einem Regelwiderstand zur Regulierung der Leistungsaufnahme bei elektrischer Heizung,

vier Fenstern aus hitzebestindigem Glas, die sich an den Seitenwinden der Heizkammer recht-

winklig gegeniiberliegen (vor einem dieser Fenster befindet sich ein Okular zur Beobachtung des
Kapillarrohrchens.. Die drei anderen Fenster dienen zur Beleuchtung des Innenraums mittels

" Lampen).

und einem an einem Ende zugeschmolzenen Kapillarrshrchen aus hitzebestandigem Glas (vergleiche
1.6.1.1).

Thermometer:

Vergleiche die Normen in 1.6.1.1.

Es

Metallheizblock

konnen ebenfalls elektrische Mefgerite mit vergleichbarer Genauigkeit verwendet werden.

Abbildung 3

8.8
Thermometer
kr - Kapillarrohrchen
Metallabdeckung Z, ' ?
; /‘* 1
F,! Okular
NS

-
-
B

elektrischer

T Heizwiderstand
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Durchfithrung:

Vergleiche 1.6.1.1. In diesem Fall ist keine Temperaturkorrektur vorgesehen. Die beobachtete Tempe-
ratur ist die des Schmelzpunkts. ’

1.6.1.3. Bestimmung mit Photozelle-(automatisch)

Gerit und Verfahren:

Das Gerit besteht aus einer Metallkammer mit automatischer Heizvorrichtung. Drei Kapillarrohrchen
werden nach 1.6.1.1 gefillt und in die Heizkammer gestellt.

Zur Kalibrierung des Gerites stehen fiinf lineare Temperaturanstiegsraten zur Verfiigung; der geeignete
Temperaturanstieg wird elektrisch auf eine im voraus festgelegte lineare Anstiegsrate gebracht. Die
jeweiligen Temperaturen der Heizkammern und der Schmelzpunkt des in den Kapillarrohrchen
enthaltenen Stoffes werden mit Registriergeriten aufgezeichnet.

1.6.2. Heiztische

1.6.2.1. Die Kofler-Heizbank
(sieche Anlage)

1.6.2.2. Schmelzmikroskop

(siche Anlage)

1.6.2.3. Meniskusmethode (Polyamide)
(siche Anlage)

Im Bereich des Schmelzpunkts sollte die Heizgeschwindigkeit weniger als 1 K/min betragen.

1.6.3. Methoden zur Gefrierpunktbestimmung

(siche Anlage)

2. DATEN

In bestimmten Fillen ist eine Thermometeranpassung erforderlich.

3. ABSCHLUSSBERICHT
Die angewandte Methode ist anzugeben.

Als Schmelzpunkt ist der Mittelwert mindestens zweier Messungen anzugeben, deren Werte im Bereich
der ungefihren Genauigkeit (vergleiche Tabelle) liegen. Eine Schitzung der Genauigkeit ist erforderlich.
Liegt der Temperaturunterschied zwischen der Anfangs- und der Endphase des Schmelzens innerhalb
der Genauigkeitsgrenzen der Methode, so ist die Endtemperatur als Schmelzpunkt anzugeben, andern-
falls sind beide Temperaturen anzugeben.

Bestimmte Stoffe zersetzen sich oder sublimieren, bevor der Schmelzpunkt erreicht ist. Dies ist im
Bericht anzugeben. -

Alle zur Bewertung der Ergebnisse notwendigen Informationen und Bemerkungen sind zu notieren,
insbesondere diejenigen {iber Verunreinigungen und den Aggregatzustand des Stoffes.
4. ' LITERATUR

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

(2) LU.P.A.C., Physicochemical Measurements: Catalogue of Reference Materials from National
Laboratories, Pure and Applied Chemistry, Vol. 48, 1976, S. 505—515
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Anlage

Weitere technische Einzelheiten kénnen folgenden Normen entnommen werden:

1.1.

1.2

2.1.

2.2,

2.3.

Kapillarmethoden

Schmelzpunktapparate mit Fliissigkeitsbad

ASTM E 324-69

BS 4634

" DIN 53181

JIS K 00-64

Standard Test Method for Relative Initial and Final Melting Points
and the Melting Range of Organic Chemicals

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

Bestimmung des Schmelzintervalls von Harzen nach Kapillarver-
fahren :

Testing Methods for Melting Point of Chemical Products.

Schmelzpunkigerite mit Metallblock

DIN 53736

1SO 1218 (E)

Heiztische
Kofler-Heizbank

ANSI/ASTM D 3451-76

Schmelzmikroskop

'DIN 53736

Meniskusmethode (Polyamide)
ISO 1218 (E)

ANSI/ASTM D 2133-66

NF T 51-050

Visuelle Bestimmung der Schmelztemperatur von teilkristallinen
Kunststoffen

Plastics-Polyamides-Deterthination of ‘Melting-Points’

1

Standard Recommended Practices for Testing Polymeric Powder
Coatings

Visuelle Bestimmung der Schmelztemperatur von teilkristallinen
Kunststoffen

Plastics-Polyamides-Determination of ‘Melting-Point’

Standard Specification for Acetal Resin Injection Molding and Extru-
sion Materials

Résines de Polyamide — Détermination du ‘Point de fusion’
Méthode du ménisque :

Gefrierpunktbestimmungsmethoden

BS 4633

BS 4695

DIN 10319

Method for the Determinationi of Crystallizing Point

Method for Determination of Melting Point
Point of Petroleum Wax (Cooling Curve)

Bestimrhung des Gefrierpunkts von Milch
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DIN 51421

DIN 51556
DIN 53175

NF T 60-114

Bestimmung des Gefrierpunkts von Flugkraffstoffén, Ottokraftstoffen
und Motorenbenzolen

Bestimmung des. Erstarrungspunkts am rotierenden ‘Thermometer
Bestimmung des Erstarrungspunkts von Fettsiuren

Point de Fusion des Paraffines
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1.1.

1.2.

A. 2. SIEDEPUNKT/SIEDEBEREICH

METHODEN

Den beschriebenen Methoden liegt die OECD-Priifrichtlinie (1) zugrunde.

Einleitung

Die hier beschriebenen Methoden und Gerite kénnen fiir Fliissigkeiten verwendet werden, wenn diese
nicht unterhalb des Siedepunktes chemisch reagieren (z. B. Autoxidation, Umlagerung, Abbau, usw.).
Die Methoden konnen auf reine und unreine Flissigkeiten angewendet werden.

Bevorzugt wird die Methode mit Photozellen-Detektion, da sie sowohl die Bestimmung der Schmelz- als
auch der Siedepunkte erméglicht. Dariiber hinaus kénnen die Messungen automatisch durchgefiihrt
werden.

Die dynamische Methode bietet den Vorteil, daff sie auch zur Bestimmung des Dampfdrucks verwendet
werden kann; dabei ist es nicbt erforderlich, die Siedetemperatur auf den Normaldruck (101,325 kPa)
zu berichtigen, da der Normdruck wihrend der Messung eingestellt werden kann. Diese Methode ist zur
Zeit jedoch nicht automatisiert.

Bemerkungen

Der Einfluff von Verunreinigungen auf die Bestimmung des Siedepunktes hingt weitgehend von der Art
der Verunreinigung ab. Dieser Einfluff kann betrichtlich sein, wenn ein hochfliichtiges Losungsmittel in
der Probe vertreten ist. Die Zusammensetzung der untersuchten Probe indert sich infolge der
Verflichtigung von niedrigsiedenden Komponenten von Messung zu Messung. Auf diese Weise erhilt
man kontinuierlich héhere Werte.

Definitionen und Einheiten

Als Standardsiedepunkt wird diejenige Temperatur bezeichnet, bei der der Dampfdruck einer Flissigkeit
bei Sittigung dem Standarddruck entspricht.

Der gemessene Siedepunkt hingt vom Luftdruck ab. Die Abhingigkeit kann durch die Clausius-Clapey-
ron-Gleichung wie folgt beschrieben werden:

_ _ AH
logp = z—3—R—¥—r— + const.,

(wobei p der Dampfdruck des Stoffes in Pascal, A H, seine Verdampfungswirme in ] mol-? und R die.
universelle molare Gaskonstante ist.

R = 8,31 Jmol-1K-1,

Die Temperatur des Siedepunktes (Siedetemperatur) wird entsprechend dem Umgebungsdruck bei der
Messung in K eingesetzt.

Umrechnungen.

Druck (Einheiten: kPa)

100 kPa = 1 bar = O,I'MPa (»bar* — Einheiten sind weiterhin zulissig, werden aber nicht
empfohlen);

133 Pa = 1 mm Hg = 1 Torr (Die Einheiten mm, Hg und Torr sind nicht zugelassen).

Temperatur (Einheiten: K)

t=T— 273,15

tin °Cund T in K.
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1.3. Referenzsubstanzen
Referenzsubstanzen miissen niche in allen Fillen eingesetzt werden, in denen ein neuer Stoff untersucht
wird. Sie sollten primér dazu verwendet werden, die Methode von Zeit zu Zeit zu kalibrieren und einen

Vergleich der Ergebnisse zu ermoglichen.

Einige Kalibriersubstanzen sind in den in der Anlage aufgefithrten Methoden zu finden.

1.4. Prinzip der Priifmethode
Alle Methoden zur Bestimmung des Siedepunktes (Siedebereiches) basieren auf der Messung der
Siedetemperatur. Fiinf Methoden werden beschrieben. '

1.4.1. Bestimmung mit dem Ebulliometer
Ebulliometer wurden urspriinglich zur Bestimmung des Molekulargewichts durch Erhéhung des
Siedepunktes entwickelt, eignen sich aber auch fiir genaue Messungen des Siedepunktes. Im ASTM D
1120-72 wird ein sehr einfaches Gerit beschrieben (siche Anlage). Die Fliissigkeit wird in diesem Gerat
unter Gleichgewichtsbedingungen bei atmosphirischem Druck erhitzt, bis sie siedet.

1.4.2. Dynamische Methode
Messung der Rekondensationstemperatur des Dampfes mit Hilfe eines Thermoelementes oder Hg-Ther-
mometers im RiickfluR wihrend des Siedeprozesses. Bei dieser Methode kann der Druck geindert
werden.

1.4.3. Destillationsmethode fiir den Siedepunkt und Siedebereich

Destillation der Fliissigkeit und Messung der Rekondensationstemperatur des Dampfes., sowie Bestim-
mung der Destillatmenge. :

1.4.4. Verfabren nach Siwoloboff
Erhitzung einer Probe in einem Probenrdhrchen, das in ein Wirmebad eingetaucht wird. Ein
zugeschmolzenes Kapillarrdhrchen in dessen unterem Teil ein Luftblaschen enthalten ist, wird in das
Probenréhrchen getaucht.
Bestimmt wird die Temperatur, bei der eine regelmafige Kette von Blaschen aus dem Kapillarréhrchen

entweicht bzw. die Temperatur, bei der die Blaschenkette bei Kithlung abbricht und die Fliissigkeit im
Kapillarrohrchen plotzlich ansteigt (Siwoloboff).

1.4.5. Photozellen-Detektion

Entsprechend dem Prinzip nach Siwoloboff wird unter Verwendung der aufsteigenden Blischen eine
automatische photoelektrische Messung durchgefiihrt.

1.5. Qualititskriterien

Die Anwendbarkeit und Genauigkeit der verschiedenen Verfahren zur Bestimmung des Siedepunktes/
Siedebereiches gehen aus Tabelle 1 hervor.

1.6. Beschreibung der Methoden

Einige Methoden sind in internationalen und nationalen Normen beschrieben worden (siehe Anlage).

1.6.1. Ebulliometer

Siehe Anlage.
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1.6.2.

1.6.3.

1.6.4.

Dynamische Methode

Siehe Priifmethode A.4 fiir die Bestimmung des Dampfdruckes. Die bei einem Druck von 101,325 kPa

beobachtete Siedetemperatur wird notiert.

Destillationsverfahren (Siedebereich)

Siehe Anlage.

TABELLE 1: VERGLEICH DER METHODEN

MefSmethode geschitzte Genauigkeit Bemerkungen
Ebulliometer + 1,4 K (bis zu 373 K) () (3) Norm:
+ 2,5 K (iiber 373 K) () (?) ASTM D 1120-72 (1)
Dynamische Methode + 0,5K (?)
Destillationsmethode + 0,5K Normen:
(Siedebereich) ISO/R 918
DIN 53171
BS 4591/71
nach Siwoloboff + 1 Kbis + 2K (?)
Photozellen-Detektion + 0,3 K (bei 373 K) (2)

(1) Diese Genauigkeit gilt nur fiir das einfache Gerit, wie es zum Beispiel in ASTM D 1120-72
beschrieben wird; sie kann durch verfeinerte Ebulliometergerite verbessert werden.
(2) Gilt nur fir reine Substanzen.

Verfabren nach Siwoloboff

Die Probe wird in einem Probenréhrchen — Durchmesser etwa S mm — in einem Schmelzpunktapparat
erhitzt (siche Abbildung 1).

Abbildung 1 zeigt einen Typ einer genormten Apparatur zur Bestimmung des Schmelz- und Siedepunk-
tes (JIS K 0064); (Glas, alle Spezifikationen in mm).
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Abbildung 1

230

: Mef3réhre

Korkstopfen

: Druckausgleich -

: Thermometer

Hilfsthermometer

Badfliissigkeit .

: Probenrohrchen; Auflendurchmesser max. 5§ mm;
ca. 100 mm lange Kapillarrohrchen mit einem
Innendurchmesser von 1 mm und einer Wandstérke
von 0,2—0,3 mm

602 —| H: Seitlicher Stutzen

MmUY >

20— 40

|

Ein etwa 1 cm iiber dem unteren Ende zugeschmolzenes Kapillarrohrchen (Siedekapillare) wird in das
Probenrdhrchen gegeben. Der Pegel, bis zu dem die Priifsubstanz aufgefiillt wird, ist so zu wihlen, daf$
der zugeschmolzene Abschnitt der Kapillare unter der Oberfliche liegt. Das die Siedekapillare enthaltene
Probenrohrchen wird entweder mit einem Gummiband am Thermometer oder an einer seitlichen
Halterung befestigt (siche Abbildung 2).

Abbildung 2 ' Abbildung 3

Prinzip nach Siwoloboff modifiziertes Prinzip
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1.6.5.

Die Badfliissigkeit wird entsprechend der Siedetemperatur ausgewihlt. Bei Temperaturen bis zu 573 K
kann Schwefelsiure oder Silikondl verwendet werden. Paraffind! darf nur bis zu 473 K verwendet
werden. Die Erhitzung der Badfliissigkeit sollte zundchst mit einer Temperaturrate von 3 K/min -
erfolgen. Die Badfliissigkeit muf§ gerithrt werden. Ca. 10K unterhalb des erwarteten Siedepunktes wird
die Erhitzung verlangsamt, so da die Temperaturerhdhung bei weniger als 1 K/min liegt. Kurz vor
dem Erreichen der Siedetemperatur beginnen Blischen aus der Siedekapillare aufzusteigen.

Der Siedepunkt ist erreicht, wenn die Blaschenkette bei Kithlung abbricht und die Flssigkeit plotzlich in
der Kapillare hochzusteigen beginnt. Der entsprechende Thermometerstand ist gleich der Siedetempera-
tur der Substanz.

Beim modifizierten Prinzip gemaf Abbildung 3 wird der Siedepunkt im Schmelzpunktrohrchen
bestimmt. Es ist bis auf eine etwa 2 cm lange feine Spitze ausgezogen (a): eine geringe Menge der Probe
wird angesaugt. Das offene Ende des feinen Rohrchens wird zugeschmolzen, so daf§ sich am Ende ein
feines Luftblischen befindet. Bei der Erhitzung im Schmelzpunktbestimmungsapparat (b) dehnt sich das
Luftblischen aus. Der Siedepunkt entspricht der Temperatur, bei der der Pfropfen der Substanz den
Oberflichenpegel der Badfliissigkeit erreicht (c).

Photozellen-Detektion

Die Probe wird in einem Kapillarrohrchen in einem Metallblock erhitzt. Durch entsprechende
Offnungen im Block wird ein Lichtstrahl durch die Substanz auf eine genau kalibrierte Photozelle
ausgerichtet. Bei der Erhohung der Temperatur der Probe steigen einzelne Luftblaschen aus der
Siedekapillare auf.

Wenn die Siedetemperatur erreicht ist, nimmt die Zahl der Blischen enorm zu. Dies fiihrt zu einer von
einer Photozelle aufgezeichneten Anderung in der Lichtintensitit und 16st ein Signal im Meflgerit aus,
das die Temperatur eines im Block gelegenen Platin-Widerstandsthermometers anzeigt.

Dieses Verfahren ist besonders niitzlich, da es Bestimmungen unterhalb der Raumtemperatur bis zu
253,15 K (- 20 °C) ohne jede apparative Anderung ermoglicht.

Das Instrument mufl lediglich in einem Kithlraum oder in ein Kiihlbad gestellt werden. Die genaue
Durchfiihrung der Siedepunktsbestimmung ist den Bedienungsvorschriften der Gerite zu entnehmen.

DATEN

Bei geringfiigigen Abweichungen vom Normaldruck (maximal + 5 kPa) werden die Siedepunkttempe-
raturen mit Hilfe der nachstehenden Sidney-Young-Zahlen-Wert-Gleichung auf T, umgerechnet:

Tn=T+fT'AP

Darin bedeuten:

AP = (101,325 — p) Vorzeichen beachten,

p = Barometermessung in kPa,

fr = Korrekturfaktor fiir den Siedepunkt in Abhingigkeit vom Druck in K/kPa,
= gemessene Siedetemperatur in K,

T, = Siedetemperatur, berichtigt auf Normaldruck in K.

Die Tempcratur-](oirekturfaktoren f1 und die Gleichungen fiir ihre Niherung sind fiir zahlreiche Stoffe
in den erwihnten internationalen und nationalen Normen (Anlage) aufgefiihrt.

So gibt beispielsweise die Vorschrift nach DIN 53171 die Korrektur fiir die in Anstrichstoffen
enthaltenen Losungsmittel an.

Tabelle 2 enthilt eine Tabelle der Temperatur-Korrekturfaktoren organischer Losungsmittel (siehe
1SO/DIS 4626).
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TABELLE 2: TEMPERATUR-KORREKTURFAKTOREN fr

Temperatur T Korrekturfaktor fr
in K in 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. ABSCHLUSSBERICHT
Die verwendete Methode ist anzugeben. Der aufgefiihrte Siedepunkt ist gleich dem Mittelwert von
mindestens 2 Messungen, die innerhalb des Genauigkeitsbereichs gemifl Tabelle 1 liegen. Wenn die

Bestimmungen nicht wiederholbar sind, miissen andere Verfahren gewihlt werden.

Die gemessenen Siedepunkte und ihr Mittelwert, sowie der Druck (die Driicke) in kPa, bei denen die
Messungen durchgefiihrt wurden, sind anzugeben.

Der Druck sollte méglichst nahe beim Normaldruck liegen. Wenn eine Priifsubstanz oberhalb eines
Temperaturbereichs siedet, sollte dieser Bereich angegeben werden. Fiir alle Ergebnisse sollten Schitzun-
gen fiir die Genauigkeit aufgefiihrt werden.

Alle fiir die Auswertung von Ergebnissen sachdienlichen Informationen und Bemerkungen, insbesondere
in bezug auf Verunreinigungen und Aggregatzustand des Stoffes, sind anzugeben.

4. LITERATUR

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

Zu weiteren technischen Einzelheiten konnen beispielsweise folgende Normen herangezogen werden:

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

2. \ Destillationsverfahren (Siedebereich)
ISO/R 918 Test Method f;)r Distillation (Distillation Yield and Distillation Range).
BS 4349/68 Method for the betermination of Distillation of Petroleum Products.
BS 4591/71 Method for the Determination of Distillation Characteristics.

DIN 53171 Lésungsmittel fiir Anstrichstoffe, Bestimmung des Siedeverlaufes.
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A. 3. RELATIVE DICHTE

1. ' METHODE

Den beschriebenen Methoden liegt die OECD-Priifrichtlinie (1) zugrunde.

1.1, Einleitung
Die hier beschriebeﬁen Methoden zur Bestimmung der relativen Dichte gelten ‘fiir Feststoffe und

Flissigkeiten ohne jede Einschrinkung in bezug auf ihren Reinheitsgrad. Die verschiedenen zu
verwendenden Methoden sind in der Tabelle aufgefiihrt.

1.2. Definitionen und Einheiten
Die relative Dichte {D420) von Feststoffen oder Fliissigkeiten ist das Verhiltnis zwischen der Masse eines
bestimmten Volumens des zu priifenden Stoffes, gemessen bei 20 °C, und der Masse des gleichen
Volumens Wasser, bestimmt bei 4 °C. Die relative Dichte hat keine Dimension.

Die Dichte (p) eines Stoffes ist gleich dem Quotienten aus seiner Masse m und seinem Volumen v.

Die Dichte wird in SI-Einheiten (kg/m3) angegeben.

1.3. Referenzsubstanzen (1), (2)
Referenzsubstanzen miissen nicht in allen Fillen verwendet werden, in denen eine neue Priifsubstanz
untersucht wird. Die Referenzsubstanzen sollten in erster Linie dazu dienen, die Mef8anordnung von

Zeit zu Zeit zu kalibrieren und bei Anwendung einer anderen Methode einen Vergleich der Ergebnisse
zu ermoglichen. :

1.4. " Prinzip der Methoden

Es werden vier Methoden verwendet.
1.4.1. . Auftriebsmethoden

1.4.1.1. Ariometer (fiir Fliissigkeiten)

Hinreichend genaue und schnelle Bestimmungen der Dichte kénnen mit Ariometern erreicht werden,
bei denen die Dichte einer Fliissigkeit durch Ablesen der Eintauchtiefe des Schwimmkérpers an einer
graduierten Skala ermittelt werden kann.

1.4.1.2. Hydrostatische Waage (fir Fliissigkeiten und Feststoffe)

Der Unterschied zwischen dem Gewicht einer an der Luft und im Wasser gemessenen Probe kann zur
Bestimmung ihrer Dichte verwendet werden. Bei Feststoffen ist die gemessene Dichte nur fiir die
verwendete (spezifische) Probe reprisentativ. Zur Bestimmung der Dichte von Flissigkeiten wird ein
Korper eines bekannten Volumens v zunichst an der Luft und dann in der Fliissigkeit gewogen.

1.4.1.3. Tauchkugelmethode (fiir Flissigkeiten) (3)

Bei dieser Methode wird die Dichte einer Fliissigkeit aus der Differenz zwischen den Ergebnissen der
Wigung der Fliissigkeit vor und nach dem Eintauchen einer Kugel bekannten Volumens in die
Priifflissigkeit ermittelt.
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1.4.2. Pyknometer-Methoden
Fiir Feststoffe oder Fliissigkeiten kénnen Pyknometer verschiedener Formen mit bekannten Volumina
verwendet werden. Die Dichte wird aus der Differenz zwischen den Ergebnissen der Wagung des vollen
und des leeren Pyknometers und seinem bekannten Volumen errechnet.

1.4.3. Luftvergleichspyknometer (fur Feststoffe)
Die Dichte eines Feststoffs beliebiger Form kann bei Raumtemperatur mit dem Gasvergleichspyknome-
ter gemessen werden. Das Volumen einer Substanz wird in der Luft oder in einem Inertgas in einem
Zylinder mit verinderbarem kalibrierten Volumen gemessen. Zur Berechnung der Dichte wird nach
Abschluf der Volumenmessung eine Wigung durchgefiihrt.

1.4.4. Schwingungsdichtemesser (4), (5), (6)
Die Dichte einer Fliissigkeit kann mit einem Schwingungsdichtemesser gemessen werden. Ein in Form
eines U-Rohres gebauter mechanischer Oszillator wird in Schwingungen versetzt; die sich einstellende
Frequenz hingt von der Masse des Oszillators ab.
Bei Einfithrung einer Probe indert sich die Resonanzfrequenz des Oszillators. Das Gerit muf8 durch
zwei Fliissigkeiten mit bekannten Dichten kalibriert werden.
Diese Fliissigkeiten sollten moglichst so gewihlt werden, daf8 ihre Dichten den zu messenden Bereich
einschliefSen. '

1.5. Qualititskriterien
Die Anwendbarkeit der fiir die Bestimmung der relativen Dichte verwendeten Methoden ist aus der
Tabelle zu ersehen.
Die in der ISO-Norm genannte Genauigkeit bezieht sich ausschlieflich auf reine Stoffe.

1.6. Beschreibung der Methoden
Die als Beispiel aufgefiihrten Normen, die im Hinblick auf weitere technische Einzelheiten herangezogen
werden miissen, sind als Anlage beigefugt.
Die Priifungen sind bei 20 °C durchzufiihren, wobei mindestens zwei Messungen vorzunehmen sind.

2. DATEN
Siehe Normen.

3. ABSCHLUSSBERICHT

Die verwendete Methode ist anzugeben.

Die relative Dichte (D429) soll(te) gemafl 1.2 zusammen mit dem Aggregatzustand des gemessenen
Stoffes angegeben werden.

Alle fiir die Auswertung von Ergebnissen sachdienlichen Informationen und Bemerkungen, insbesondere
in bezug auf Verunreinigungen und Aggregatzustand des Stoffes sind zu melden.
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TABELLE: ANWENDBARKEIT VON METHODEN

Dichte moglicher
Hochstwert
Mefimethoden der Bemerkungen
Fest: Flissigkeit dynamischen
stoff . Viskositit
1.4.1.1. Ariometer x 5Pas ISO 387
ISO/R 649
1.4.1.2. Hydrostatische Waage
a) Feststoffe X ISO/R 1185 (A)
b) Fliissigkeiten X ) 5Pas ISO/R 91 und R 758
1.4.1.3. Tauchkugelmethode X 20Pas DIN 53217
voraussichtl.
1.4.2. Pyknometer ISO/R 3507
a) Feststoffe X ISO/R 1183 (B)
b) Flissigkeiten X 500 Pa s ISO/R 758
1.4.3. Luftvergleichspyknometer X DIN 55990 — Teil 3
DIN 53243
1.4.4. Schwingungsdichtemesser X 5Pas

LITERATUR

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

(2) LU.P.A.C., Recommended reference materials for realisation of Physico-chemical Properties.
— Pure and Applied Chemistry, Vol. 48, 1976, S. 508.

(3) Wagenbreth, H., Die Tauchkugel zur Bestimmung der Dichte von Flissigkeiten, Technisches
Messen tm, Vol. 11, 1979, S. 427—430. '

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

(5) Baumgarten, D., Fiillmengenkontrolle bei vorgepackten Erzeugnissen — Verfahren zur Dichtebestim-
mung bei fliissigen Produkten und ihre praktische Anwendung. Die Pharmazeutische Industrie, Vol.
37,1975, 8. 717—726.

(6) Riemann, J., Der Einsatz der digitalen Dichtemessung im Brauereilaboratorium, Brauwissenschaft,
“Vol. 9, 1976, S. 253—255. :
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Anlage

Fiir weitere technische Einzelheiten konnen beispielsweise folgende Normen konsultiert werden:

1.1.

1.2.

1.3.

2.1.

Auftriebsverfahren

Ardometer

DIN 12790 Ariometer; illgemeine Bestimmungen

ISO 387

DIN 12791 Teil 1: Dichte-Ardometer; Grundserien, Ausfilhrung, Justierung und Anwen-

‘ dung

Teil 2: Dichte-Ardometer; Normgréfien, Bezeichnungen

ISO/R 649

DIN 12793 Laborgerite aus Glas: Suchariometer fir Vormessung und rohe Betriebs-

messung :

Hydrostatische Waage

Fiir Feststoffe:

ISO/R 1183 Method A, Methods for determining the density and relative density of plastics
encluding cellular plastics

ASTM-D-792 Specific gravity and density of plastics by displacement

DIN 53479 Priifung von Kunststoffen und Elastomeren; Bestimmung der Dichte

Fiir Fliissigkeiten
ISO/R 91, ISO/R 758
DIN 51757 Priifung von Mineraldlen und verwandten Stoffen; Bestimmung der Dichte

ASTM D 941-55, ASTM D 1296-67 und 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 entspricht ASTM D 1298

Tauchkugelmethode

DIN 53217 Priifung von Anstrichstoffen; Bestimmung der Dichte mit dem Pyknometer (Der

Zustand fiir die Tauchkugelmethode soll 1981 veroffentlicht werden.)

Pyknometer-Methoden

Fiir Flissigkeiten

ISO 3507 Pyknometer

ISO/R 758 Liquid chemical products; determination of density at 20 °C

DIN 12797 Pyknometer nach Gay-Lussac (fiir nicht besonders viskose nicht fliichtige Fléissig-
keiten)

DIN 12798 Pyknometer nach Lipkin (fiir Flussigkeiten mit einer kinematischen Viskositit von

weniger als 100 - 10-6m2s~1 bei 15 °C)
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DIN 12800 Pyknometer nach Sprengel (fiir Fliissigkeiten wie in DIN 12798)

DIN 12801 Pyknometer nach Reischauer (fir Fll‘issigkeiten mit einer kinematischen Viskositit
von weniger als 100 - 10-6m2s—1 bei 20 °C; kann insbesondere auf Kohlenwas-
serstoffe sowie auf Fliissigkeiten mit hohem Dampfdruck — etwa 1 bar bei 90 °C
angewendet werden)

DIN 12806 Pyknometer nach Hubbard (fiir viskose Fliissigkeiten aller Arten, die keinen zu
hohen Dampfdruck aufweisen, insbesondere auch fiir Anstrichstoffe und Bitu-
men)

DIN 12807 Pyknometer nach Bingham (fiir Fliissigkeiten wie in DIN 12801)

DIN 12808 Pyknometer nach Jaulmes (insbesondere fiir Ethanol-Wassergemisch)

DIN 12809 Pyknometer mit eingeschliffenem Thermometer und Seitenkapillaren (fiir nicht
besonders viskose Flissigkeiten)

DIN 53217 Priifung von Anstrichstoffen; Bestimmung der Dichte mit dem Pyknometer

DIN 51757 Punkt 7: Pritfung von Mineraldlen und verwandten Stoffen; Bestimmung der
Dichte

ASTM D 297 (Section 15; Rubber Products — Chemical Analysis)

ASTM D 2111 (Method C, Halogenated organic compounds)

BS 4699 Methad for Determination of Specific Gravity and Density of Petroleum Products
(Graduated Bicappillary Pycnometer Method)

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

2.2, Fiir Fest.stoffe

ISO/R 1183 Method B: Methods for Determining the Density and Relative Density of Plastics
excluding Celluar Plastics

DIN 19683 Bestimmung der Dichte von Bdden

3. Luftvergleichspyknometer

DIN 55990

DIN 53243

Teil 3: Prﬁfung von Anstrichstoffen und zhnlichen Beschichtungsstoffen; Pulver-
lack; Bestimmung der Dichte : :

Anstrichstoffe; Chlorhaltige Polymere; Priifung
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A. 4. DAMPFDRUCK
1. METHODE
Die beschriebenen Methoden basieren auf der OECD-Priifrichtlinie (1).
1.1. Einleitung
Zur Durchfithrung des Tests ist es niitzlich, Vorinformationen iiber die Struktur, den Schmelz- und den
Siedepunkt der Priifsubstanz zu haben.
Es gibt keine Priifmethode, die fir den gesamten Dampfdruck-MeBbereich geeignet ist. Daher werden
zur Messung der Dampfdriicke von <10-3 Pa bis 105 Pa mehrere Methoden empfohlen.
Verunreinigungen beeinflussen die Dampfdruckbestimmung eines Stoffes. Der Einfluf§ von Verunreini-
gungen auf den Dampfdruck hingt in hohem Mafle von der Art der Verunreinigung ab. Befindet sich ein
leichtfliichtiges Losungsmittel in der Probe, kann sich dies erheblich auf das Ergebnis auswirken.
1.2. Definitionen und Einheiten
Der Dampfdruck einer Substanz ist definiert als der Sittigungsdruck iiber einer festen oder flissigen
Substanz. Im thermodynamischen Gleichgeswicht ist der Dampfdruck einer reinen Substanz ausschlief3-
lich eine Funktion der Temperatur.
Die zu verwendende SI-Einheit fiir den Druck ist Pascal (Newton/m?).
Nachstehend einige der friiher gebriuchlichen Einheiten mit den entsprechenden Umrechnungs-
faktoren:
1 Torr (mm Hg) = 1,333 x 102 Pa
1 physikal. Atmosphire (atm) = 1,013 x 10° Pa
1 technische Atmosphire (at) = 9,81 x 104 Pa
1 bar = 10° Pa
Die SI-Einheit fiir die Temperatur ist Kelvin (K).
‘1.3, Referenzsubstanzen
Referenzsubstanzen miissen nicht in allen Fillen verwendet werden, in denen eine neue Priifsubstanz
untersucht wird. Die Referenzsubstanzen sollten in erster Linie dazu dienen, die Meflanordnung von
Zeit zu Zeit zu kalibrieren und bei Anwendung einer anderen Methode einen Vergleich der Ergebnisse
zu ermdglichen.
1.4. Prinzip der Methode
Zur Bestimmung des Dampfdrucks werden fiinf Methoden vorgeschlagen, die in verschiedenen
Dampfdruckbereichen eingesetzt werden kénnen. Mit jeder Methode wird der Dampfdruck bei
verschiedenen Temperaturen bestimmt. In einem begrenzten Temperaturbereich ist der Logarithmus des
Dampfdrucks einer reinen Substanz der Temperatur umgekehrt proportional.
1.4.1. Dynamische Methode

Bei der dynamischen Methode wird die Siedetemperatur bei einem bestimmten vorgegebenen Druck
gemessen.

Empfohlener Bereich:
103 Pa bis 105 Pa zwischen 20 °C und 100 °C.

Diese Methode wird ebenfalls fiir Siedepunktbestimmungen empfohlen, wozu sie sich bis zu Tempera-
turen von 350 °C eignet.
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1.4.2, Statische Methode

Bei diesem Verfahren wird derjenige Dampfdruck gemessen, der sich im thermodynamischen Gleichge-
wicht im geschlossenen System bei einer gegebenen Temperatur iiber einer Substanz einstellt.

Diese Methode eignet sich fiir Ein- und Mehrkomponentensysteme.

Empfohlener Bereich:

10 Pa bis 105 Pa zwischen 0 °C und 100 °C.

1.4.3. Isoteniskop

Diese genormte Methode beruht ebenfalls auf einem statischen Verfahren, eignet sich jedoch im
allgemeinen nicht fiir Mehrkomponentensysteme. Weitere Informationen kénnen der ASTM-Methode
D-2879-75 entnommen werden.

Empfohlener Bereich:

von 102 Pa bis 105 Pa zwischen 0 °C und 100 °C.

1.4.4, Dampfdruckwaage
Unter Vakuumbedingungen bestimmt man die Substanzmenge, die eine Mefzelle pro Zeiteinheit durch
eine Offnung bekannter Grofle so verlafit, dafl eine Riickkehr der Substanz in die Mef8zelle vernachlis-

sigt werden kann (z. B. durch Messung des Impulses eines Dampfstrahls auf eine empfindliche Waage
oder durch Bestimmung des Gewichtsverlusts).

Empfohlener Bereich:

10-3 Pa bis 1 Pa zwischen 0 °C und 100 °C.

1.4.5. Gassdttigungsmethode
Ein Strom eines inerten Trigergases wird so iiber die zu untersuchende Substanz geleitet, daf er sich mit
dessen Dampf sittigt. Dieser Dampf wird in einer geeigneten Falle gesammelt. Man miflt die

Substanzmenge, die eine bekannte Menge an Trigergas  transportiert und berechnet damit den
Dampfdruck bei einer vorgegebenen Temperatur.

Empfohlener Bereich:

bis 1 Pa.

1.5. Qualititskriterien

In der Tabelle findet sich ein Vergleich der verschiedenen Dampfdruck-Bestimmungsmethoden hinsicht-
lich ihrer Anwendung, Vergleichbarkeit, Wiederholbarkeit (repeatability), Meflbereich sowie vorhande-
ner Normen.
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TABELLE: QUALITATSKRITERIEN
Substanz geschitzte geschitzte fohl ‘ hand
Mefmethode Wiederholbarkeit | Vergleichbarkeit emg on ehner V(;fl andene
fest flissig *) () ereic ormen
1.4.1. Dynamische Methode X bis zu 25 % | biszu 25 % | 103 Pg bis —
2-103 Pa
1— 5% 1— 5% 2:103 Pa —
bis 105 Pa
1.4.2. Statische Methode X X 5—10 % 5—10 % 10 Pa bis —
105 Pa
1.4.3. Isoteniskop X X 5—10 % 5—10 % 102 Pa bis ASTM-D
105 Pa 2879-75
1.4.4. Dampfdruckwaage X X 5—20 % bis 50 % 10-3 Pa bis —
1Pa
1.4.5. Gassittigungsmethode X X 10—30 % bis 50 % < 10-3Pa —
bis 1 Pa

(*) Abhingig vom Reinheitsgrad der Priifsubstanz.

1.6.

1.6.1.

1.6.1.1.

Beschreibung der Methoden
Dynamische Methode

Apparatur

Die Apparatur besteht im allgemeinen aus einem Siedegefafl mit Aufsatzkiihler aus Glas oder Metall
(Abbildung 1) sowie einer entsprechenden Einrichtung zum Regeln und Messen von Temperatur und
Druck. Der in der Abbildung dargestellte Apparatur-Typ besteht aus hitzebestindigem Glas und setzt
sich aus 5 Komponenten zusammen.

Ein grofes, teilweise doppelwandiges Rohr weist eine Schliffverbindung, einen Kiihler, einen Kiihlkol-
ben und einen Einlafl auf.

Ein Glaszylinder mit einer Cottrellpumpe wird im Siedebereich des Rohres angebracht. Er besitzt innen
eine aufgerauhte Oberfliche aus gesintertem Glas, um Siedeverziige zu vermeiden.

Die Temperatur wird mit einem Thermoelement oder einem Widerstandsthermometer, das in eine
kleine Menge Ol eingetaucht wird, gemessen. Es wird in das Einsatzrohr eingefiihrt, das tiber eine
Kernschliffverbindung verfiigt und am unteren Ende zugeschmolzen ist.

Uber ein Kreuzstiick werden die notwendigen Verbindungen zur Druckregulierung und -messung
hergestellt.

Ein Rundkolben, der als Puffervolumen fungiert, wird mittels einer Kapillare mit der Mef8apparatur
verbunden.

Zur Erhitzung des Siedegefifles wird eine Heizpatrone von unten auflen in die Glasapparatur eingefiihrt.
Mit einem Regeltransformator wird der gewiinschte Heizstrom eingestellt und mit einem Amperemeter

iiberwacht.

Das erforderliche Vakuum zwischen 102 Pa und ca. 105 Pa wird mit einer Olpumpe erzeugt.

Zur Einstellung des gewiinschten Drucks schliet man eine Stickstoffbombe iber ein entsprechendes
Ventil an, das auflerdem auch zur Beliiftung der Apparatur dient. .

Mittels eines an das Kreuzstiick angeschlossenen Prizisionmanometers werden die erforderlichen
Druckmessungen vorgenommen.
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1.6.1.2. Meflvorgang

Zur Bestimmung des Dampfdrucks der Probe mifit man ihren Siedepunkt bei verschiedenen festgelegten
Driicken zwischen ungefihr 103 Pa und 105 Pa. Der Siedepunkt (oder das Siedegleichgewicht im Falle
von Gemischen) ist erreicht, wenn die Temperatur (bei konstantem Druck) als konstant angezeigt wird.
Diese Methode eignet sich nicht zur Messung schiumender Substanzen.

Vor jeder Messung werden zuerst alle Glasteile griindlich gereinigt und getrocknet und dann unter
Gasballast evakuiert. Anschliefend fiillt man die Substanz in das Gerit ein. Wiahrend des Einfiillens
kann es bei nichtpulverformigen Feststoffen Probleme geben, doch lassen sich diese durch Erwirmen des
Kiihlmantels umgehen. Nach dem Einfiillen wird die Apparatur zugeflanscht und die Substanz entgast.
Danach stellt man den niedrigsten gewiinschten Druck ein und schaltet die Heizung an. Gleichzeitig
schlieft man das Thermoelement bzw. das Widerstandsthermometer an einen Schreiber an. Das
Gleichgewicht ist dann erreicht, wenn bei konstantem Druck eine konstante Siedetemperatur abgelesen
werden kann. Nach Registrierung dieses MefSpunkts wird ein hoherer Druck eingestellt. Man fahrt auf
diese Weise fort, bis ein Druck von 105 Pa erreicht ist (ungefahr 5 bis 10 Messungen insgesamt). Zur
Uberpriifung miissen Bestimmungen bei abnehmenden Driicken wiederholt werden.

1.6.2. Statische Methode

1.6.2.1. Apparatur

Die zur Messung benutzte Apparatur (Abbildung 2) umfaflt ein Heiz- und Kiihlsystem aus Glas oder
Metall zur Temperierung der Probe und zur Messung der Temperatur. AufSerdem enthilt die Apparatur
Instrumente zur Einstellung und Messung des Druckes.

Der Probenraum wird auf der einen Seite durch ein Hochvakuumventil aus Edelstahl begrenzt. Auf der
anderen Seite ist ein U-Rohr angebracht, das eine geeignete Manometerfliissigkeit enthilt. Das andere
Ende des U-Rohres miindet in ein Kreuzstiick. Ein Abzweig fithrt zur Vakuumpumpe, ein weiterer zur
Stickstoffbombe und der dritte zu einem Manometer.

Zur Temperierung der Probe bringt man den gesamten Probenbehilter bis einschliellich zum Ventil-
teller, sowie einen hinreichend groflen Abschnitt des U-Rohrs (zweckmifig bis zur Hohe des
Ventiltellers) in ein geeignetes konstant zu temperierendes Bad. Die Temperaturmessung wird mittels
eines Thermoelements oder eines Widerstandsthermometers in nichster Nihe der Auflenwand des
Probengefifles vorgenommen und kann aufgezeichnet werden.

Zum Unterkithlen der Probe eignet sich fliissiger Stickstoff oder ein Gemisch aus Athanol und
Trockeneis. Fiir Messungen bei tiefen Temperaturen verwendet man einen Ultrakryostaten.

Mit einer geeigneten Pumpe evakuiert man die Apparatur bis zu dem erforderlichen Druck.

Gewohnlich mifft man den Dampfdruck der Substanz indirekt mittels einer Nullanzeige. Ein solches
Nullinstrument kann aus einem mit einer Fliissigkeit gefiillten U-Rohr, wie weiter unten beschrieben,
oder unter anderem aus einem Membrankapazititsmanometer bestehen. Bei Erwirmung der Probe
bewirkt der Dampfdruck der Substanz eine Verschiebung des Fliissigkeitsgleichgewichts in dem U-Rohr.
Zur Kompensierung des Dampfdrucks 14t man nun Stickstoff iber ein Ventil in die Apparatur
stromen, bis sich die Druckanzeigefliissigkeit wieder auf Null befindet. Der dazu erforderliche
Stickstoffdruck wird mittels eines Prizisionsmanometers bei Raumtemperatur abgelesen. Dieser Druck
entspricht dem Dampfdruck der Substanz bei der jeweiligen MefStemperatur. Je nach Druckbereich und
chemischem Verhaiten der Priifsubstanz kénnen als U-Rohr-Fliissigkeiten zur Nulleinstellung verwendet
werden: Quecksilber, Silikonéle, Phthalate.

Quecksilber laflt sich im Bereich von normalem Luftdruck bis 102 Pa verwenden, Silikonole und

Phthalate auch unter 102 Pa bis hinab zu 10 Pa. Membrankapazititsmanometer lassen sich sogar unter
10-1 Pa einsetzen.

1.6.2.2. Mefivorgang

Vor der Messung werden alle Bestandteile der Apparatur in Abbildung 2 griindlich mit Lésungsmitteln
gereinigt und dann unter Vakuum getrocknet.

Anschliefend fiillt man das U-Rohr mit der gewiinschten Fliissigkeit, die zuvor bei erhohter Temperatur
entgast wurde.
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1.6.3.

1.6.4.

1.6.4.1.

Nach dem Einfiillen der Priifsubstanz wird die Apparatur zugeflanscht und der Probenbehilter auf eine
hinreichend tiefe Temperatur gebracht. Bei gedffnetem Ventil iiber dem Probenbehilter wird mehrere
Minuten lang die Luft aus dem Gerit abgesaugt. Anschliefend schlieft man das Ventil iiber dem
Behilter und bringt die- Probe auf die gewiinschte: Temperatur. Man beobachtet wihrenddessen die
erfolgende Verschiebung der Fliissigkeitssdulén und stellt dabei, falls notwendig, bis zum Erreichen
einer konstanten Temperatur mit Stickstoff den Gleichstand der Fliissigkeitssaulen her. Die Probe wird
sodann erneut unterkiihlt. Falls sich dann noch ein Restdruck beobachten 14ft, ist dies entweder auf die
in der Probe enthaltene Luft zuriickzufiihren; die im Verlauf des Aufheizens freigesetzt wurde und
abgesaugt werden kann, oder aber die Kiihltemperatur ist nicht tief genug. In diesem Fall ist fliissiger
Stickstoff als Kiihlmittel einzusetzen.

Nach ausreichendem Entgasen der Substanz bestimmt man die Temperaturabhingigkeit des Dampf-
drucks in geniigend kleinen Temperaturintervallen.

Isoteniskop

Fiir eine vollstindige Beschreibung dieser Methode verweisen wir auf die Literatur (2). Das Prinzip des
Mefgerits zeigt Abbildung 3. Ebenso wie die in 1.6.2 beschriebene statische Methode eignet sich das
Isoteniskop zur Untersuchung von Feststoffen und Fliissigkeiten.

Bei der Untersuchung von Fliissigkeiten verwendet man diese gleichzeitig als Anzeigesiule im Hilfsma-
nometer. Bei Feststoffen benutzt man je nach Druck- und Temperaturbereich die in 1.6.2 erwihnten
Manometerfliissigkeiten. Im ersten Fall wird die Kugel eines Fliissigkeitsisoteniskops mit der Priifsub-
stanz gefiillt, die bei erhthter Temperatur unter Sieden entgast wird.

Gleichzeitig destilliert ein Teil der Fliissigkeit aus der Kugel. Sie schligt sich in der oberen gekiihlten
Kugel nieder und flieBt in das U-Rohr zuriick. Sobald sich geniigend entgaste Flissigkeit in dem U-Rohr
befindet, werden die untere Kugel und das U-Rohr auf die gewiahlte Temperatur gebracht. Der sich
ergebende Dampfdruck wird, wie in 1.6.2 beschrieben, indirekt gemessen.

Bei der Untersuchung von Feststoffen wird die entgaste Manometerflissigkeit in eine Ausbuchtung am
langen Schenkel des Isoteniskops gefiilit. Dann wird der zu untersuchende Feststoff in die untere Kugel
eingebracht und bei erhohter Temperatur entgast. Danach neigt man das Isoteniskop, damit die
Manometerfliissigkeit in das U-Rohr fliefen kann. Zur Messung des Dampfdrucks als Funktion der
Temperatur verfihrt man wie in 1.6.2.

Dampfdruckwaage

Apparatur

In der Literatur werden verschiedene Ausfiihrungen der Apparatur beschrieben (1). Die hier beschriebe-
ne Apparatur dient zur Darstellung des allgemeinen Funktionsprinzips. In Abbildung 4 sind zahlreiche
Bestandteile des Gerits wiedergegeben, insbesondere die Grundplatte mit Glocke, eine Pumpe mit
Vakuummefeinrichtung, sowie eine Vorrichtung zur Messung des Dampfdrucks mittels optischer
Anzeige des Zeigerausschlags. Auf der Grundplatte befinden sich die folgenden Einbauten:

— Ein Verdampferofen mit Flansch und Drehdurchfiihrung. Bei dem Verdampferofen handelt es sich
um eine flache zylindrische Kupferdose (er kann auch aus Glas mit einer Kupferummantelung
bestehen). Er sitzt in einer Kupferhalterung, die mit ihrem iiberstehenden unteren Rand auf eine
Edelstahlplatte geschraubt ist. Diese wiederum ist mit der Grundplatte iiber einen Flansch so
verbunden, dafl eine Drehung um die Ofenachse méglich ist. Die Heizung erfolgt durch eine
Heizspirale, die im Innern der Edelstahlplatte sitzt und somit gegen den Vakuumraum abgeschlossen
ist.

— Der Ofendeckel aus Kupfer ist mit drei Offnungen unterschiedlichen Durchmessers versehen, die um
90° gegeneinander versetzt sind. Durch Drehen des Ofens 1afit sich die gewiinschte Offnung oder
eine Zwischenstellung unter der Blende im exzentrisch zum Ofen sitzenden Kiihlkasten einstellen
und dadurch der Molekularstrahl auf die Waagschale freigeben oder abblenden. Zur Temperatur-
messung befindet sich ein Thermoelement oder ein Widerstandsthermometer in der Ofenwand.

— Bei der Waage handelt es sich um ein Drehspulinstrument, dessen Zeiger durch ein kleines Rohr
ersetzt wurde, auf dem Waagebalken und Gegengewicht befestigt sind. Der Waagebalken besitzt
eine auswechselbare Waagschale aus vergoldetem Aluminium. Etwa im Zentrum des Waagebalkens
ist ein 0,1 mm dicker Konstantandraht befestigt, auf dem Eichgewichte aufgesetzt werden konnen.
Der Dampfdruck kann mittels eines photoelektrischen Nullpunktinstruments auf einem Schreiber
aufgezeichnet werden.
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— Die Waagschale ist von einem Messingbehalter ummantelt, der nur 2 Schlitze fiir die Bewegung des
Waagebalkens sowie eine schmale Offnung fiir den Eintritt des Molekularstrahls enthilt. Zur
Wirmeableitung nach auflen ist oben auf dem Messingbehilter ein Kupferstab befestigt, der mittels
eines Edelstahirohrs wirmeisoliert durch die Grundplatte gefithrt ist. Der Kupferstab taucht in ein
mit fliissigem Stickstoff gefiilltes Dewargefafl unter der Grundplatte ein.

1.6.4.2. Mefivorgang

. Man fiillt den Kupferofen mit der Priifsubstanz und schlieft ihn mit dem Deckel. Die Blende mit
Kiihlkasten wird iiber den Ofen geschoben. Die Glocke wird aufgesetzt, und die Vakuumpumpen
werden eingeschaltet. Vor Beginn der Messungen sollte der Enddruck ungefihr 10-4 Pa betragen. Ab
10-2 Pa beginnt man mit dem Kiihlen des Kiihlkastens.

Nach einiger Zeit wird die Waagschale geniigend abgekiihlt sein, um eine Kondensation des aus dem
Ofen austretenden Dampfstrahls zu bewirken. Der Impuls und die gleichzeitige Kondensation l6sen ein
Signal auf dem angeschlossenen Schreiber aus. Die Auswertung dieses Ausschlags liefert zwei Informa-
tionen: Bei der hier beschriebenen Apparatur wird der Dampfdruck direkt aus dem Impuls auf die
Waagschale bestimmt (dazu braucht man das Molekulargewicht nicht zu kennen). Gleichzeitig wird die
Masse des Kondensats gemessen, und aus der fiir das Kondensieren erforderlichen Zeit 146t sich so die
Verdampfungsgeschwindigkeit berechnen. Der Dampfdruck 136t sich auch aus der Verdampfungsge-
schwindigkeit und dem Molekulargewicht nach der Hertzschen Gleichung berechnen:

27 RT x 103
P=G oA A
\l M
Dabei ist

Verdampfungsgeschwindigkeit (kg/s - m?),
Molekulargewicht (g/mol),

Temperatur (K),

universelle molare Gaskonstante (J/mol - K},
Dampfdruck (Pa).

o Z O
nnu

Nach Erreichen des erforderlichen Vakuums beginnt man mit der Mefireihe bei der niedrigsten
gewiinschten Temperatur. Man 6ffnet das entsprechende Loch im Deckel, der Dampfstrahl passiert die
dariiber befindliche Blende und trifft auf die gekiihlte Waagschale. Diese Waagschale ist so dimensio-
niert, daf§ der gesamte Strahl in seiner Kosinusverteilung erfafit wird. Der Impuls des Dampfstrahls tibt
eine Kraft auf die Waagschale aus, und die Molekiile kondensieren auf ihrer gekihlten Oberfliche.
Durch diesen Impuls wird der Waagebalken aus seiner Gleichgewichtslage abgelenkt. An seinem Ende
befindet sich ein kleines Fahnchen, das optisch iiber ein Prismensystem und zwei Photodioden registriert
wird. Mittels eines angeschlossenen Regelschaltkreises wird das Ungleichgewicht momentan kompen-
siert und dadurch der Waagebalken in seiner Gleichgewichtslage gehalten. Das erforderliche Drehmo-
ment wird aufgezeichnet. Nach vorheriger Eichung mit Gewichten entspricht es dem Dampfdruck der
untersuchten Substanz. ’

Im weiteren Verlauf der Messung steigert man die Temperatur in kleinen Intervallen, bis der hochste
gewiinschte Temperaturwert erreicht ist. AnschlieRend wird die Probe wieder abgekiihlt und man kann
gegebenenfalls eine zweite Dampfdruckkurve aufzeichnen. Eine Reproduzierbarkeit der beiden Mefirei-
hen ist nur dann gewihrleistet, wenn die gemessene Substanz einen hinreichenden Reinheitsgrad
aufweist. Falls ein dritter Durchgang die Resultate des zweiten nicht bestitigt, ist dies unter Umstinden
darauf zuriickzufiithren, daf sich die Substanz im untersuchten Temperaturbereich zersetzt.

1.6.5. Gassdttigungsmethode

1.6.5.1. Apparatur

Die verwendete Apparatur besteht aus einer Reihe von in Abbildung 5 dargesteliten, weiter unten
beschriebenen Bestandteilen (1).

Tragergas:

Das Tragergas darf mit der Priifsubstanz nicht chemisch reagieren. Gewdhnlich ist Stickstoff geeignet,
doch zuweilen miissen andere Gase verwendet werden. Die verwendeten Gase miissen trocken sein.
(siche Abbildung 5, Ziffer 4: Messung der relativen Feuchtigkeit des Gases).




19. 9. 84

Amtsblatt der Europiischen Gemeinschaften Nr. L 251/31

1.6.5.2.

Durchflu8kontrolle:

Ein geeignetes Regelsystem zur Kontrolle des Gasstroms ist notwendig, um einen konstanten und
wahlweise einstellbaren Gasfluf durch die Sittigungssiule(n) zu gewahrleisten.

Kiihlfallen zum Niederschlagen des Dampfes:

Thre Wah! hingt von den jeweiligen Eigenschaften der Priifsubstanz und der verwendeten Analysen-
methode ab. Die Dimpfe sollten quantitativ so abgeschieden werden, dafl eine anschliefende Analyse
moglich ist. Fiir manche Priifsubstanzen werden sich mit Fliissigkeiten wie Hexan oder Athylenglykol
gefiillte Kiihlfallen anbieten. Fiir andere wiederum mogen feste Adsorber zur Anwendung kommen.

Wirmeaustauscher:

Zur Messung bei verschiedenen Temperaturen kann es notwendig sein, einen Warmeaustauscher in die
Anordnung mit einzubauen.

Sattigungssiule:

Die zu untersuchende Substanz wird in geléster Form auf die Oberfliche eines geeigneten inerten
Tragermaterials aufgebracht. Dies wird in die Sittigungssiule(n) eingebracht. Sie sollte so dimensioniert
und die Gasdurchflufigeschwindigkeit so eingestellt werden, dafl eine vollstindige Sattigung des
Tragergases sichergestellt ist. Die Saule(n) muf§ (miissen) thermostatiert werden. Soll bei Temperaturen
iiber 20 °C gemessen werden, miissen die Apparaturteile zwischen der(n) Sittigungssiule(n) und den
Kiihlfallen ebenfalls beheizt werden, um eine Kondensation der Priifsubstanz zu vermeiden.

Meflvorgang

Vorbereitung der Sattigungssiule(n):

Man lost die zu untersuchende Substanz in einem sehr fliichtigen Losungsmittel und gibt sie einer
ausreichenden Menge an Trigermaterial zu. Man muf) eine geniigende Menge an- Priifsubstanz
hinzufiigen, um die Sittigung fiir die gesamte Dauer des Tests zu gewihrleisten. Das Losungsmittel wird
an der Luft oder im Rotationsdampfer vollstindig verdampft und das sorgfiltig durchgemischte
Material in die Sittigungssiule(n) gefiillt. Nach dem Aufheizen der Probe im temperaturkontrollierten
Bad wird trockener Stickstoff durch die Apparatur geleitet.

Messung:

Man verbindet die Adsorptionsfallen mit dem Ausgang der Szule(n) und notiert die Zeit. Zu Beginn und
in regelmifigen Abstinden wihrend der Messungen kontrolliert man die Durchfluffmenge mittels eines
Blasenzihlers (oder kontinuierlich mit einem Durchfluffmesser). ’

Der Druck am Ausgang der Sittigungssiule(n) muf§ gemessen werden.

Dies geschieht entweder

a) durch Zwischenschalten eines Manoneters zwischen die Siule(n) und die Adsorptionsfallen
(wegen des steigenden Totvolumens und der vergroflerten Adsorptionsfliche)

oder

b) durch Bestimmung des Druckabfalls lings der speziellen Adsorptionsfallenanordnung als Funktion
der Durchflulrate (bei Fliissigkeitsfallen moglicherweise nicht sehr zufriedenstellend).

In Vorversuchen oder durch Schitzungen bestimmt man die erforderliche Zeit zur Abscheidung der fiir
die verschiedenen Bestimmungsmethoden benétigten ‘Substanzmenge. Desgleichen werden Vorversuche
zur Bestimmung der maximalen Durchflu8geschwindigkeit durchgefiihrt, bei der das Trigergas vollstin-
dig von dem Dampf der Substanz gesittigt wird, bevor der Dampfdruck bei einer gegebenen Temperatur
berechnet wird. Zu diesem Zweck leitet man das Trigergas so langsam in die Sattigungssiule(n) ein,
daf sich fiir eine noch geringere Durchflufigeschwindigkeit kein groferer berechneter Dampfdruckwert
ergibt. :

Die spezifische Analysenmethode hingt von der. Art der zu untersuchenden Substanz ab (z.B.
Gaschromatographie oder Gravimetrie).

Man bestimmt die Substanzmenge, die von einem bekannten Volumen an Trigergas mitgefithrt wird.
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1.6.5.3. Berechnung des Dampfdruckes

Der Dampfdruck berechnet sich aus der Dampfdichte W/V mit Hilfe folgender Gleichung:

« RT
M

<|€

Dabei ist:

= Dampfdruck in (Pa)

= absorbierte Substanz in (g)

= Volumen des gesittigten Gases in (m3)
universelle molare Gaskonstante (J/mol + K)

= Temperatqr in (K)

z 4 ® < g "
I

= Molekulargewicht (g/mol)

Die gemessenen Volumina miissen wegen der herrschenden Druck- und Temperaturdifferenzen
zwischen dem Durchflufmesser und den mit Thermostaten beheizten Sittigungssiulen entsprechend
korrigiert werden. Ist der Durchflumesser den Adsorptionsfallen nachgeschaltet, so muff mit ent-
sprechenden Korrekturen dem méglicherweise verdampften Inhalt der Fallen Rechnung getragen
werden (1).

2. DATEN

Dampfdruckbestimmungen mit einer jeden der oben beschriebenen Methoden sollten bei mindestens 2
Temperaturen vorgenommen werden. 3 oder mehr sind bevorzugt im Bereich von 0 °C bis 50 °C, um
den Verlauf der Dampfdruckkurve zu erhalten.

3. ABSCHLUSSBERICHT

Der Bericht enthilt folgende Informationen:
— Genaue Angaben iiber die Priifsubstanz (Identitit und Verunreinigungen);

— Mindestens 2 Dampfdruck- und Temperaturwerte, vorzugsweise im Bereich 0 °C bis 50 °C.
Auferdem sollten alle Rohdaten sowie eine log p gegen 1/T-Kurve enthalten sein. Weiterhin sollte
der geschitzte Dampfdruckwert bei 20 °C oder 25 °C angegeben werden.

Wird eine Zustandsinderung (Phaseniibergang, Zersetzung) festgestellt, solite auf folgendes geachtet
werden:

— Art der Verianderung;
— Temperatur bei Atmosphirendruck, bei der die jeweilige Verinderung auftritt;

— Dampfdruckwerte bei 10 °C und 20 °C unter- oder oberhalb des Punktes, bei der die Zustands-
inderung eintritt (es sei denn, es liegt ein Ubergang vom festen in den gasférmigen Zustand vor).

Alle Informationen und Bemerkungen, die zur Bewertung der Ergebnisse von Bedeutung sind, miissen
im Bericht erwihnt werden.

Die verwendete Methode sollte ebenso wie Abweichungen von dieser vermerkt werden.

4. LITERATUR

(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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Anlage

Abbildung 1
Apparatur zur Bestinmung der Dampfdruckkurve nach der dynamischen Methode

2

_'.__J'L___N

BN

I\

o e b cm— o om—

Thermoelement
Vakuumpuffervolumen
Manometer

Vakuum

MefSpunkt

Heizelement etwa 150 W

In

AN b WN -

150 W




Nr. L 251/34 Amtsblatt der Europiischen Gemeinschaften : 19. 9. 84

Abbildung 2
Apparatur zur Bestimmung der Dampfdruckkurve nach der statischen Methode
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Abbildung 4

Apparatur. zur Bestimmung der Dampfdruckkurve mit der Dampfdruckwaage
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Abbildung §

Beispiel fiir ein Durchflufisystem zur Bestimmung des Dampfdrucks mit der Gassittigungsmethode
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A. 5. OBERFLACHENSPANNUNG

1. METHODE

Den beschriebenen Methoden liegt die OECD-Priifrichtlinie (1) zugrunde.

1.1. Einleitung

Die hier beschriebenen Methoden sind zur Messung der Oberflichenspannung wiflriger Losungen
anzuwenden.

Zweckdienlich ist, dafl vor der Durchfithrung dieser Prifungen Vorabinformationen iiber die Wasser-
léslichkeit, die Struktur, die Hydrolyseeigenschaften und die kritische Konzentration fiir Mizellbildung
des Stoffes vorliegen.

Die nachstehenden Methoden kénnen fiir die meisten chemischen Substanzen ohne Einschrinkung in
bezug auf ihren Reinheitsgrad angewendet werden.

Die Messung der Oberflichenspannung nach der Ringmethode beschrinkt sich auf wifrige Losungen
mit einer dynamischen Viskositit unter ca. 200 mPa s.

1.2. Definition und Einheiten

Die freie Oberflichenthalpie pro Oberflicheneinheit bezeichnet man als Oberflichenspannung. Sie wird
in folgenden Einheiten ausgedriickt:

N/m (Einheit in SI) oder
mN/m (Untereinheit in SI),
1 N/m = 103 dyn/cm,

1 mN/m = 1 dyn/cm im veralteten CGS-System.

1.3. Referenzsubstanzen

Referenzsubstanzen miissen nicht in allen Fillen verwendet werden, in denen eine neue Priifsubstanz
untersucht wird. Die Referenzsubstanzen sollten in erster Linie dazu dienen, die Mef8anordnung von
Zeit zu Zeit zu kalibrieren und bei Anwendung einer anderen Methode einen Vergleich der Ergebnisse
zu ermoglichen.

Referenzsubstanzen, die einen weiten Bereich von Oberflichenspannungen abdecken, sind in den
Literaturangaben (1) und (2) aufgefiihrt.

Die Methoden basieren auf der Messung der maximalen Kraft, die vertikal auf einen Biigel oder einen
Ring ausgeiibt werden muf, der Kontakt zur Oberfliche der in ein Mefigefifl gefiiliten und zu
priifenden Fliissigkeit hat, um ihn aus dieser Oberfliche herauszuziehen. Oder die maximale Kraft wird
auf eine Platte ausgeiibt, die mit einem Rand in Kontakt mit der Oberfliche steht, um den gebildeten

1.4. Prinzip der Methoden
[ Film hochzuziehen.
|

1.5. Qualititskriterien
Die Genauigkeit dieser Methoden tberschreitet wahrscheinlich alle Kontrollerfordernisse des Umwelt-
schutzes.

1.6. Methodenbeschreibung

1.6.1. Plattenmetbode

Siche ISO 304—(“Surface Active Agents — Determination of Surface Tension by Drawing Up Liquid
Films™).
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1.6.2. Biigelmethode

Siehe ISO 304—(“Surface Active Agents — Determination of Surface Tension by Drawing Up Liquid
Films”). .

1.6.3. Ringmethode
Siehe ISO 304—(“Surface Active Agents — Determination of Surface Tension by Drawing Up Liquid
Films”).

1.6.4. . OECD-Ringmethade

1.6.4.1. Gerit

Zur Ausfithrung der in Betracht kommenden Messungen eignen sich handelsiibliche Tensiometer. Sie
bestehen aus folgenden Teilen:

— ein beweglicher Probentisch,
— ein Kraftmefsystem,

— ein Mef3kérper (Ring),

— ein Mef3gefif.

1.6.4.1.1.  Beweglicher Probentisch

Der bewegliche Probentisch dient als Untersatz fiir das thermostatisierte Mef8gefif, in welchem sich die
zu untersuchende Fliissigkeit befindet. Er ist zusammen mit dem Kraftmefsystem auf ein Stativ
montiert.

1.6.4.1.2. Kraftmef8system

Uber dem Probentisch befindet sich das Kraftmef8system (sieche Abbildung). Der Fehler der Kraftmes-
sung sollte einen Wert von + 10~6N nicht iibersteigen, was einer Fehlergrenze von + 0,1 mg bei der
Massenbestimmung entspricht. In den meisten Fillen erfolgt die Einteilung der Mefiskala handelsiibli-
cher Tensiometer in mN/m, so dafl die Oberflichenspannung direkt in mN/m mit einer Genauigkeit
von 0,1 mN/m abgelesen werden kann.

1.6.4.1.3.  MeRkérper (Ring)

Ublicherweise wird der Ring aus Platin-Iridiumdraht mit einer Stirke von etwa 0,4 mm hergestellt. Der
mittlere Umfang betrigt 60 mm. Der Drahtring ist horizontal mittels einer Befestigungsgabel aus Draht
und einem Metallstifc aufgehingt, welche die Verbindung zum Kraftmefisystem darstellen (siche
Abbildung).
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Abbildung
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1.6.4.1.4.  Meflgefif}
Zur ‘Aufnahme der Priiflésung bei den Messungen sollte ein Glasgefaf§ benutzt werden, das sich in einem
Thermostaten befindet. Die Anordnung sollte so ausgelegt werden, dal wihrend der Messungen die
Temperatur sowohl der zu untersuchenden Lésung wie auch die der sich iiber deren Oberfliche
befindlichen Gasphase konstant bleiben und die Probe nicht verdampfen kann. Hierzu kénnen
zylindrische Glasgefife mit einem Innendurchmesser von nicht weniger als 45 mm zur Anwendung
kommen.
1.6.4.2. Vorbereitung der Apparatur
1.6:4.2.1. Reinigung

Die Glasgefafie miissen sorgfaltig gereinigt werden. Falls notwendig sollten sie mit heifler Chromschwe-
felsdure und anschlieBend mit sirupartiger Phosphorsiure (83 bis 98 Gew. — % H;PO,) gewaschen,
sorgfiltig mit Leitungswasser gespiilt und schliefflich nochmals mit doppelt destilliertem Wasser
ausgewaschen werden, bis man eine neutrale Reaktion erhalt. Daraufhin trocknet man das Gefifd oder
spiilt es mit der zu untersuchenden Probenl6sung aus.

Der Ring sollte zunichst sorgfiltig mit Wasser abgewaschen werden, um alle wasserléslichen Substan-
zen zu entfernen. AnschlieBend wird er kurzzeitig in Chromschwefelsiure getaucht, in doppelt
destilliertem Wasser bis zur neutralen Reaktion gespiilt und schliefflich kurz iiber einer Methanolflamme
erhitzt.
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Anmerkung:

Verunreinigungen durch Substanzen, die weder durch Chromschwefelsiure noch Phosphorsaure geldst
oder zersetzt werden, wie beispielsweise Silicone, sind mittels geeigneter organischer Lésungsmittel zu
entfernen.

1.6.4.2.2. Eichung der Apparatur

Die Kontrolle der Apparatur besteht in einer Uberpriifung des Nullpunktes. Er sollte so eingestellt sein,
daf die Instrumentenanzeige eine zuverlissige Bestimmung in mN/m zulifit.

Aufstellung:

Das Gerit mufi waagerecht aufgestellt werden, was sich beispielsweise unter Zuhilfenahme einer
Wasserwaage, die man auf die Grundplatte des Tensiometers legt, und entsprechenden Einstellungen mit
den dort vorgesehenen Stellschrauben erzielen 13ft.

Nullpunkteinstellung:

Nach der Befestigung des Rings an der Apparatur und vor dem Eintauchen in die Fliissigkeit sind der
Nullpunkt der Tensiometeranzeige einzustellen und die Parallelitiat des Rings zur Fliissigkeitsoberfliche
zu tberpriifen. Dazu kann man die Fliissigkeitsoberfliche als Spiegel benutzen.

Eichen:

Das eigentliche Eichen vor den Untersuchungen 1afit sich auf zweierlei Weise durchfiihren:

a) Benutzung einer Masse: Bei diesem Verfahren verwendet man Reiter bekannter Masse zwischen
0,1 g und 1,0 g, die auf dem Ring angebracht werden. Der Eichfaktor ®,, mit dem alle am
Instrument abgelesenen Werte multipliziert werden miissen, 1if8t sich entsprechend der Gleichung (1)
bestimmen:

P, =+ (1)

Hierbei ist

6, = 28 (mN/m) mit

’ 2b
m = Masse der Reiter (g)
g = Erdbeschleunigung (981 cm - s~2 in Meereshéhe),
b = mittlerer Umfang des Rings (cm),
0, = abgelesener Wert am Tensiometer nach dem Anbringen der Reiter auf dem Ring (mN/m).

b) Verwendung von Wasser: Bei diesem Verfahren benutzt man reines Wasser, dessen Oberfliachen-
spannung bei 23 °C einen Wert von 72,3 mN/m besitzt. Dieses Verfahren ist bei weitem schneller
durchfithrbar als die Eichung mit Gewichten, doch lduft man hierbei immer Gefahr, daff die
Oberflichenspannung des Wassers durch Spurenverunreinigungen mit oberflichenaktiven Substan-
zen verfilscht wird.

Der Eichfaktor @, mit dem alle am Instrument abgelesenen Werte multipliziert werden miissen, lafit
sich entsprechend der Gleichung (2) bestimmen:

c
3
wobei

0o = angegebener Literaturwert fiir die Oberflichenspannung von Wasser (mN/m),

Gy = gemessener Wert der Oberflichenspannung von Wasser (mN/m),

beide bei der gleichen Temperatur.

1.6.4.3. Vorbereitung der Proben

Von den zu untersuchenden Substanzen sind wifirige Losungen in den erforderlichen Konzentrationen
herzustellen. Die Lésungen diirfen keine ungeldsten Bestandteile enthalten.

Die Losungen sind bei konstanter Temperatur zu halten (+ 0,5 °C). Da sich die Oberflichenspannung
der im Meflbehalter befindlichen Lésung im Verlaufe der Zeit verindert, sollten Messungen zu
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verschiedenen Zeitpunkten vorgenommen werden und entsprechend eine Kurve erstellt werden, die die
Oberflichenspannung als Zeitfunktion darstellt. Ein Gleichgewichtszustand .ist erreicht, sobald keine
weiteren Anderungen auftreten.

Verschmutzung durch Staub oder gasférmige Substanzen- beeintrichtigen die Messung. Aus diesem
Grunde sollten die Arbeiten unter einer Schutzhaube vorgenommen werden.

1.6.5. Priifbedingungen

Die Messungen sind bei + 20°C auszufiihren, und die Temperaturkonstanz sollte. mit + 0,5 °C
eingehalten werden.

1.6.6. Durchfiibrung der Priifung

Die zu messenden Losungen werden in das sorgfiltig gereinigte Meflgefaf gefiillt, wobei darauf geachtet
werden sollte, Schaumbildung zu vermeiden.

AnschlieBend wird das Gefiaf8 auf den Tisch der Testapparatur gestellt. Das Tischoberteil mit dem
Mef3gefaf wird nun soweit hochgeschraubt, bis der Ring unter die Oberfliche der zu messenden Losung .
taucht. :

Das Tischoberteil wird daraufhin langsam und gleichmiflig abgesenkt (mit einer Geschwindigkeijt-von
ca. 0,5 cm/min), um den Ring aus der Oberfliche herauszuziehen, bis ein. maximaler Wert der Kraft
erreicht ist. Der am Ring haftende Fliissigkeitsfilm darf nicht von ihm abreiffen. Nach Beendigung der
Messung wird der Ring wieder unter die Oberfliche getaucht und :der Vorgang wiederholt, bis ein
konstanter Wert der Oberflichenspannung erreicht ist. Bei jeder Bestimmung sollte die Zeitmessung mit
dem Einfiillen der Losung in das MefSgefifd beginnen. Die Ablesung erfolgt jeweils zu dem Zeitpunkt,
bei dem die Maximalkraft beim Herausziehen des Rings aus der Fliissigkeitsoberfliche erreicht ist.

2. AUSWERTUNG

Zur Berechnung der Oberflichenspannung wird zunichst der in mN/m an der Apparatur abgelesene
Wert mit dem Eichfaktor ®, oder ®, (je nach dem verwendeten Eichverfahren) multipliziert. Man erhilt
einen Wert, der jedoch nur annihernd gilt und infolgedessen einer Korrektur bedarf.

Harkins und Jordan (3) haben empirische Korrekturfaktoren fiir Oberflichenspannungswerte bestimmt,
die mit der Ringmethode gemessen wurden. Diese Faktoren sind von den Ringdimensionen, der Dichte
der Flissigkeit und ihrer Oberflichenspannung abhingig.

| - Da es umstindlich ist, fiir jede einzelne Messung den Korrekturfaktor aus den Tabellen von Harkins
| und Jordan zu bestimmen, um die Oberflichenspannung wiffriger Lésungen zu berechnen, kann eine
‘ vereinfachte Methode angewandt werden, die darin besteht, die korrigierten Werte fiir die Oberflichen-
spannung direkt aus der nachstehenden Tabelle abzulesen. (Fiir Ablesewerte, die zwischen den
Tabellenwerten liegen, 1if8t sich der korrigierte Wert interpolieren).
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TABELLE: KORREKTUR DER GEMESSENEN OBERFLACHENSPANNUNGSWERTE

Nur fiir wifrige Losungen, p = 1 g/cm?

R = 9,55 mm (mittlerer Ringradius)

r = 0,185 mm (Radius des Ringdrahtes)

Experimenteller Wert

Korrigierter Wert (mN/m)

(mN/m) Eichung mit Gewichten Eichung mit Wasser
[siche 1.6.4.2.2. Buchstabe a)] [siche 1.6.4.2.2. Buchstabe b)]

20 16,9 18,1
22 18,7 20,1
24 20,6 22,1
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
50 45,3 48,6
52 47,3 50,7
54 49,3 52,8
56 51,2 54,9
58 53,2 57,0
60 55,2 59,1
62 57,2 61,3
64 59,2 63,4
66 61,2 65,5
68 63,2 67,7
70 65,2 69,9
72 67,2 72,0
74 69,2 —

76 71,2 —

78 73,2 —

Die Zusammenstellung dieser Tabelle erfolgte auf der Grundlage der Harkins-Jordan-Korrekturen und
entsprechend der DIN-Norm (DIN 53914) fiir Wasser und wifrige Lésungen (Dichte p = 1 g/cm3). Sie
gilt fiir einen handelsiiblichen Ring, der folgende Dimensionen aufweist: R = 9,55 mm (mittlerer
Ringradius) und r = 0,185 mm (Radius des Ringdrahtes). Die Tabelle enthilt korrigierte Werte fiir
Oberflachenspannungsmessungen, entweder nach einer Eichung mit Gewichten oder mit Wasser.

Alternativ 1aRt sich die Oberflichenspannung ohne vorhergehende Eichung nach der folgenden

Gleichung berechnen:

wobei

= die vom Kraftmef8system angegebene Kraft beim Abreiflen des Films,

F
R = der Ringradius,
f

= der Korrekturfaktor (1).
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ABSCHLUSSBERICHT

Der Priifbericht sollte die folgenden Informationen enthalten:

verwendete Methode: ISO oder OECD-Ringtensiometer-Methode,
Art des Wassers oder der verwendeten Losung,
genaue Spezifizierung der Substanz (Identifizierung und Verunreinigungen),

MefRergebnisse: abgelesene Oberflichenspannungswerte mit Angabe sowohl der Einzelmefiwerte
und ihres arithmetischen Mittels wie auch des korrigierten Mittelwertes (wobei der Eichfaktor,
sowie die Korrekturtabelle beriicksichtigt wird),

die Konzentration der Losung,
die Priiftemperatur,

das Alter der untersuchten Lésung, insbesondere die Zeitspanne zwischen Zubereitung und Messung
der Lésung,

die Darstellung der Zeitabhingigkeit der Oberflichenspannung nach Eingiefen der Losung in das
Meflgefifs,

jede zusitzliche Information, die zu einer genauen Beschreibung des Mefverfahrens und zur
Auswertung der Mefergebnisse notwendig ist,

iiber alle fir die Auswertung der Ergebnisse sachdienlichen Informationen und Bemerkungen,
insbesondere in bezug auf Verunreinigungen und Aggregatzustand des Stoffes, ist zu berichten.

LITERATUR . \

(1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 115 — Decision of the Council C(81)30 Final.
(2) Pure and Applied Chem, Vol. 48, 1976, S. 511.
(3) Harkins, W. D., Jordan, H. F., ]. Amer. Chem. Soc., Vol. 52, 1930, S. 1751.
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4

1.4.1.

1.4.2.

A. 6. WASSERLOSLICHKEIT

METHODE

Die hier beschriebenen Methoden basieren auf der Priifrichtlinie der OECD (1).

Einleitung

Vor Durchfithrung dieser Priifungen sollten Vorinformationen tber die Strukturformel, den Dampf-
druck, die Dissoziationskonstante und das Hydrolyseverhalten (als Funktion des pH-Wertes) des Stoffes
vorliegen.

Fiir den gesamten Bereich der Wasserlbslichkeit reicht eine einzige Methode nicht aus. Diese Methode
eignet sich nicht fiir fliichtige lsliche Stoffe.

Die beiden unten beschriebenen Priifmethoden decken den gesamten Bereich der Loslichkeiten ab:

__ eine Priifmethode ist fiir schwerlésliche Substanzen (< 10-2 g/1) geeignet. Diese Methode wird als
,Siulen-Elutions-Methode* bezeichnet.

— Die andere Priifmethode eignet sich fiir Substanzen hoherer Loslichkeit (> 10-2 g/l). Dieses
Verfahren wird als ,Kolben-Methode“ bezeichnet.

Beide Methoden eigenen sich im wesentlichen fiir reine und in Wasser stabile Stoffe und sind nicht
anwendbar auf Substanzen mit hoher Fliichtigkeit. Die Wasserloslichkeit der Priifsubstanz kann durch
Verunreinigungen erheblich beeintrachtigt werden.

Definitionen und Einheiten

Die Wasserléslichkeit einer Substanz wird durch ihre Massen-Sittigungskonzentration in Wasser bei
einer bestimmten Temperatur angegeben. Die Wasserloslichkeit wird in Masseneinheiten pro Losungs-
volumen angegeben. Die SI-Einheit ist kg/m3 (g/1 kann auch benutzt werden).

Referenzsubstanzen

Referenzsubstanzen miissen nicht in allen Fillen verwendet werden, in denen eine neue Priifsubstanz
untersucht wird. Die Referenzsubstanzen sollten in erster Linie dazu dienen, die Mefanordnung von
Zeit zu Zeit zu kalibrieren und bei Anwendung einer anderen Methode einen Vergleich der Ergebnisse
zu erméglichen.

Prinzip der Priifmethode

Die ungefihre Probenmenge und die zum Erreichen der Sattigungskonzentration notwendige Zeit sollten
in einem einfachen Vorversuch bestimmt werden.

Sculen-Elutions-Methode

Diese Methode basiert auf der Elution einer Priifsubstanz mit Wasser aus einer Mikro-Siule, die mit
einem inerten Trigermaterial wie Glaskugeln, Silika-Gel oder Sand und einem Uberschuf an Priifsub-
stanz gefiillt ist. Die Wasserloslichkeit ist bestimmt, wenn die Konzentrationen aufeinanderfolgender
Eluatfraktionen konstant sind. Dies zeigt sich in einem Konzentrationsplateau als Funktion der Zeit.

Kolben-Methode

Bei dieser Methode wird die Substanz (Feststoffe miissen pulverisiert werden) bei einer Temperatur in
Wasser aufgelst, die etwas hoher als die Priiftemperatur liegt. Wenn die Sartigung erreicht ist, wird die
Lasung abgekiihlt und bei der Priiftemperatur gehalten. Die Losung wird geriihrt, bis das Gleichgewicht
erreicht ist (2). Dann wird die Konzentration der Priifsubstanz in der wifSrigen Losung, die keine
ungeldsten Substanzteilchen enthalten darf, mit einer geeigneten Analysenmethode bestimmt.
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1.5. Qualititskriterien

1.5.1. Wiederholbarkeit
Bei der Saulen-Elutions-Methode ist eine Wiederholbarkeit von < 30 % erreichbar. Bei der Kolben-
Methode sollte sie < 15 % sein.

1.5.2. Empfindlichkeit
Sie hingt von der Analysenmethode ab. Es kénnen jedoch Massenkonzentrationen bis hinunter zu
10-6 g/1 bestimmt werden.

1.6. Beschreibung der Methode

1.6.1. Priifbedingungen
Die Priifung wird vorzugsweise bei 20 °C + 0,5 °C durchgefiihrt. Wenn eine Temperaturabhingigkeit
der Wasserloslichkeit > 3 %/°C vorzuliegen scheint, wird bei zwei weiteren Temperaturen, die
mindestens 10 °C unter und iiber der urspriinglich gewahlten Temperatur liegen, ebenfalls gemessen. In
diesem Fall sollte die Temperaturkontrolle bei + 0,1 °C liegen. Die gewihlte Temperatur soll in den
wichtigen Teilen der Apparatur konstant gehalten werden.

1.6.2. Vorversuch
Etwa 0,1 g der Probe (feste Substanzen miissen pulverisiert sein) werden in einen mit Glasstopfen
verschliefbaren 10-ml-Mefzylinder gegeben. Gemif$ der Tabelle wird portionsweise destilliertes Wasser
von Raumtemperatur zugesetzt. :
0,1 g geloste Substanz
in ,x“ ml Wasser 0,1 0,5 1 2 10 100 > 100
Annihernde
Léslichkeit > 1000 1 000—200 |200—100{100—50| 50—10 | 10—1 <1
(/1)
Nach jedem Zusatz der in der Tabelle angegebenen Wassermenge wird die Mischung 10 min kriaftig
geschiittelt und mit bloem Auge auf ungeléste Teilchen untersucht. Wenn nach Zusatz von 10 ml
Wasser die Probe oder Teile von ihr ungeldst bleiben, wird der Inhalt des Mefizylinders in einen
100-ml-Mef3zylinder umgefiillt, mit Wasser auf 100 ml aufgefillt und geschiittelt. Bei geringer
Loslichkeit kann die zur Auflésung einer Substanz erforderliche Zeit erheblich linger sein (bis zu
24 Stunden). Die ungefihre Loslichkeit ist in der Tabelle angegeben, und zwar unter dem Volumen des
zur vollstindigen Auflésung der Probe notwendigen Wassers. Ist die Substanz noch immer nicht
vollstandig geldst, sollte weiter verdiinnt werden, um festzustellen, ob entweder die Siulen-Elutions-
oder die Kolben-Methode benutzt werden sollte.

1.6.3. Sdulen-Elutions-Methode

1.6.3.1. Trigermaterial, Lésungsmittel und Eluent

Das Trigermaterial fiir das Saulen-Elutionsverfahren muf inert sein. Geeignete Trigermaterialien sind
Glaskugeln und Silika-Gel. Zur Aufbringung der Priifsubstanz auf das Trigermaterial sollte ein
geeignetes fliichtiges und analytisch reines Lésungsmittel benutzt werden. Als Eluent oder Lésungsmittel
wird in einer Glas- oder Quarz-Apparatur doppelt destilliertes Wasser verwendet.

Anmerkung:

Direkt aus einem organischen Ionenaustauscher entnommenes Wasser sollte nicht benutzt werden.
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1.6.3.2. Aufbringung auf das Trigermaterial

Etwa 600 mg Trigermaterial werden abgewogen und in einen 50-ml-Rundkolben eingefiillt. ‘Eine
geeignete Menge Priifsubstanz wird abgewogen und in dem vorgesehenen Losungsmittel gelost. Ein

i ausreichender Teil der Losung wird zum Trigermaterial hinzugefiigt. Das Losungsmittel wird nun
vollstindig abgezogen, z. B. in einem Rotationsverdampfer. Wenn das Lésungsmiteel nicht ausreichend
entfernt wurde, wird keine vollstindige Sittigung des Wassers mit der Priifsubstanz erzielt, da
Verteilungseffekte auf der Oberfliche des Trigermaterials auf den Sartigungsvorgang stérend wirken
wiirden.

Das Aufbringen der Priifsubstanz auf das Trigermaterial kann problematisch werden (fehlerhafte
Ergebnisse), wenn die Priifsubstanz sich dlartig oder als anomale Kristallphase auf dem Triger
niederschligt. Das Problem sollte durch Modifizierung des Aufbringungsverfahrens experimentell gelost
werden.

Das beladene Trigermaterial lif8t man etwa 2 Stunden lang in etwa 5 m] Wasser quellen. Dann wird die
Suspension in die Mikrosiule gefillt. Es ist auch moglich, das trockene, beladene Trigermaterial in die
Mikrosiule zu filllen, die zuvor mit Wasser gefiilit wurde. Auch hier wird der Quellvorgang von etwa
2 Stunden abgewartet.

Weitere Versuchsdurchfithrung:

Die Elution der Priifsubstanz vom Trigermaterial kann auf zwei verschiedene Arten vorgenommen
werden:

— mit einer Umwilzpumpe (siche Abbildung 1),

— mit einem Niveaugefif} (sieche Abbildung 4).

1.6.3.3. Siulen-Elution mit der Umwilzpumpe

Apparatur:

Abbildung 1 zeigt die schematische Darstellung eines typischen Systems. Eine geeignete Mikrosaule ist in
Abbildung 2 dargestellt. Allerdings ist jede andere Grofle ebenfalls akzeptabel, vorausgesetzt, sie erfillt
die Kriterien der Vergleichbarkeit und Empfindlichkeit. Der Kopfraum der Saule sollte so grofd sein, dafl
er mindestens fiinf Saulenbett-Volumina Wasser fiir den Vorlauf und ein ausreichendes Volumen fiir die
Entnahme von mindestens fiinf Proben aufnehmen kann. Der Kopfraum kann kleiner gehalten werden,
wenn das zur Entfernung von Verunreinigungen entnommene Eluatvolumen vor dem Anschlufl der
Pumpe nachgefiillt wird.

Die Siule sollte mit einer Umwilzpumpe verbunden werden, die einen konstanten Fluf von etwa
25 ml/h fordert. Die Pumpe wird mit Polytetrafluorethylen-Schlauchen und/oder Glasrohren ange-
schlossen. Bei der aus Saule und Pumpe zusammengesetzten Apparatur soll eine Moéglichkeit zur
Entnahme von Eluat-Proben und Druckausgleich des Kopfraumes mit der Atmosphare vorgesehen sein.
Das beladene Trigermaterial wird durch einen kleinen (5 mm) Pfropfen aus Glaswolle in der Siule
gehalten, der gleichzeitig zum Herausfiltern von Partikeln dient. Die Umwilzpumpe kann z. B. eine
peristaltische Pumpe sein. (Dabei ist darauf zu achten, dafl es nicht zu einer Verunreinigung und/oder
Absorption durch das Schlauchmaterial kommt.) Man kann auch eine Membranpumpe benutzen.

Mefverfahren:

Der Saulenflul wird in Gang gesetzt. Eine Durchfluffleistung von etwa 25 ml/h wird empfohlen (etwa
10 Saulenbett-Volumina/h bei der beschriebenen Saule). Die ersten fiinf Saulenbett-Volumina (minde-
stens) werden verworfen, um wasserlésliche Verunreinigungen zu entfernen. Danach lifft man die
Umwilzpumpe bis zur Einstellung des Gleichgewichts laufen. Das Gleichgewicht ist erreicht, wenn bei
fiinf aufeinanderfolgenden Proben die Konzentrationen um nicht mehr als + 30 % in zufilliger Folge
differieren. Diese Proben sollten in solchen zeitlichen Abstinden genommen werden, in denen
mindestens zehn Siulenbett-Volumina der Losung die Saule durchlaufen haben.

1.6.3.4. Saulen-Elution mit dem NiveaugefaR (siche Abbildungen 3 und 4)

Niveaugefafi: Der Anschluf des Niveaugefifies wird mit einem Glasschliff-Verbindungsstiick vorgenom-
men, das mit einem PTFE-Schlauch verbunden ist. Eine Durchfluffrate von ca. 25 ml/h wird
empfohlen. Aufeinanderfolgende Eluat-Fraktionen werden gesammelt und ihre Konzentrationen mit der
gewihiten Analysenmethode bestimmt.
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Mefverfahren:

Diejenigen Fraktionen des mittleren Eluatbereichs, bei denen die Konzentrationen in mindestens fiinf
aufeinanderfolgenden Proben konstant bleiben (+ 30 %), werden zur Bestimmung der Wasserléslich-
keit benutzt.

Ein zweiter Durchlauf wird mit halber Durchfluffrate durchgefiihrt. Stimmen die Ergebnisse der beiden
Versuche tiberein, wird das Priifergebnis als zufriedenstellend betrachtet. Ist die Loslichkeit bei dem
niedrigeren Durchfluf anscheinend héher, muff die DurchfluBlleistung weiterhin so lange halbiert
werden, bis zwei aufeinanderfolgende Versuchsdurchliufe die gleiche Loslichkeit ergeben.

In beiden Fillen (sowohl mit Umwilzpumpe als auch mit dem Niveaugefif) sollten die Proben durch
Priifung des Tyndall-Effekts (Lichtstreuung) auf kolloidale Substanzpartikel untersucht werden. Wenn
solche Substanzpartikel in der Lésung vorkommen, ist das Priifergebnis unbrauchbar. Die Priifung sollte
dann wiederholt werden, nachdem die Filterfunktion der Siule verbessert wurde. Der pH-Wert jeder
Probe sollte bestimmt und aufgenommen werden. Ein zweiter Durchlauf sollte bei der gleichen
Temperatur durchgefiihrt werden.

1.6.4. Kolben-Methode

1.6.4.1. Gerite

Fiir diese Methode braucht man folgende Gerite:
— iibliche Laborglasgerite und -instrumente,
— eine Vorrichtung zum Schiitteln der Lésungen bei konstanter Temperatur,
| — eine Zentrifuge (méglichst thermostatisiert) falls diese bei Emulsionen erforderlich wird,

— Gerite fiir analytische Bestimmungen.

1.6.4.2. Meflverfahren

Die zur Sittigung des vorgegebenen Wasservolumens erforderliche Priifsubstanzmenge wird anhand der
Ergebnisse des Vorversuches abgeschitzt. Das erforderliche Wasservolumen hingt von der Analysen-
methode sowie dem Loslichkeitsbereich ab. Etwa fiinfmal soviel Priifsubstanz wie die geschitzte Menge
wird jeweils in drei mit Glasstopfen versehene Glasgefifle eingefiillt (z. B. Zentrifugenréhrchen oder
Kolben). Das gewihlte Wasservolumen wird allen Gefiffen zugesetzt, die daraufhin fest verschlossen
werden. Die geschlossenen Gefifle werden dann bei 30 °C geschiittelt. (Dazu sollte ein Schiittel- oder
Rithrgerit, das bei konstanter Temperatur arbeitet, verwendet werden, z. B. magnetisches Riihren in
einem thermostatisierten Wasserbad.) Nach einem Tag wird eines der Gefifle entnommen und 24 h
unter gelegentlichem Schiitteln bei Priiftemperatur stehengelassen, bis sich das Gleichgewicht wieder
eingestellt hat. Dann wird der Inhalt des GeféfSes bei Priiftemperatur zentrifugiert und die Konzentration
der Priifsubstanz in der klaren wifirigen Phase mit einem geeigneten Analysenverfahren bestimmt. Mit
den beiden anderen Kolben wird nach zwei bzw. drei Tagen genauso verfahren, nachdem zuvor das
Sattigungsgleichgewicht bei 30 °C eingestellt wurde. Entsprechen die Priifergebnisse — mindestens die
| der beiden letzten Kolben — der geforderten Wiederholbarkeit, ist die Priifung als zufriedenstellend
| anzusehen. Die gesamte Priifung sollte unter Verlingerung der Zeiten fiir die Gleichgewichtseinstellung
} wiederholt werden, wenn die Priifergebnisse der Kolben 1, 2 und 3 eine steigende Tendenz aufwei-
sen.

Der pH-Wert jeder Probe sollte aufgenommen werden.

1.6.5. Analyse

| . Fiir diese Bestimmungen ist eine substanzspezifische Analysenmethode vorzuziehen, da bereits kleine
| Mengen von Verunreinigungen grofle Fehler bei Bestimmung der Wasserloslichkeit verursachen kénnen.
| Beispiele fiir solche Analysenmethoden sind: Gas- oder Fliissigkeitschromatographie, Titrierverfahren,
photometrische Methoden, voltametrische Verfahren.
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2.1.

2.2,

3.1.

3.2

DATEN

Siulen-Elutions-Methode

Es wird der Mittelwert von mindestens finf aufeinanderfolgenden Proben aus dem Bereich des
Sattigungsplateaus berechnet, wie auch die Standardabweichung.

Kolben-Methode

Die einzelnen Ergebnisse sollten fiir jeden der drei Kolben angegeben werden. Diejenigen Ergebnisse, die
als konstant angesehen werden (Wiederholbarkeit weniger als 15 %), sollten gemittelt und in Massen-
einheiten pro Lésungsvolumen angegeben werden. Es ist eventuell notwendig, die Masseneinheiten in
Volumeneinheiten umzuwandeln. Bei sehr hoher Loslichkeit (>100 g/1) kann man mit der Dichte
arbeiten.

ABSCHLUSSBERICHT

Siulen-Elutions-Methode

Der Bericht soll, wenn moglich, Angaben iiber die Ergebnisse des Vorversuches sowie die nachstehenden
Informationen enthalten:

— genaue Beschreibung der Priifsubstanz (Identitit und Verunreinigungen),
— die Konzentrationen, Durchfluffiraten und pH-Werte jeder Probe,

— die Mittelwerte und Standardabweichungen von mindestens fiinf Proben aus dem Bereich des
Sattigungsplateaus eines jeden Versuches,

— Durchschnittswerte der zwei aufeinanderfolgenden giiltigen Durchlaufe,
— Temperatur des Wassers wihrend des Sattigungsvorgangs,

— das verwendete Analysenverfahren,

— Art des verwendeten Trigermaterials,

— Aufbringung der Priifsubstanz auf das Tragermaterial,

— verwendetes Lésungsmittel,

— ggf. Hinweis auf eine chemische Instabilitat der Prisfsubstanz wihrend des Priifungsvorgangs und
der angewendeten Analysenmethode, :

— alle Informationen, die zur Interpretation der Ergebnisse von Bedeutung sind.

Kolben-Methode

Der Bericht soll, wenn méglich, folgende Angaben enthalten:
— genaue Beschreibung der Priifsubstanz (Identitit und Verunreinigungen),

— die einzelnen Analysenergebnisse und die Durchschnittswerte, wenn pro Kolben mehr als ein Wert
bestimmt wurde, :

— den pH-Wert jeder Probe,

— den Mittelwert aus denjenigen Kolben, deren Ergebnisse iibereinstimmten,
— die Priiftemperatur,
— die verwendete Analysenmethode,

— ggf. Hinweis auf eine chemische Instabilitit der Priifsubstanz wihrend des Priifungsvorgangs und
der angewendeten Analysenmethode,

— alle Informationen, die zur Interpretation der Ergebnisse von Bedeutung sind.

LITERATUR

(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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Abbildung 3 - .
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Abbildung 4

Testanordnung zur Bestimmung der Wasserloslichkeit schwerloslicher, wenig flichtiger Substanzen
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A. 7. FETTLOSLICHKEIT

1. METHODE

Der beschriebenen Methode liegt die OECD-Priifrichtlinie (1) zugrunde.

1.1. Einleitung

Zur Durchfithrung der Priifung ist es niitzlich, Vorinformation iiber den Verteilungskoeffizienten, die
Wasserléslichkeit, die Strukturformel und die Stabilitit der Priifsubstanz bei 50 °C zu haben.

Diese Methode gilt nur fiir im wesentlichen reine Substanzen, die bei S0 °C stabil und unter den
gleichen Bedingungen nicht merkbar fliichtig sind.

Die Methode ist nicht fiir Priifsubstanzen geeignet, die mit Triglyzeriden reagieren.

1.2. Definitionen und Einheiten
Der Massenanteil einer Substanz, der mit einem fliissigen Fett (Ol) ohne chemische Reaktion eine
homogene Phase bildet, ist als Fettléslichkeit definiert. Das Maximum eines solchen Massenanteils ist
der Sittigungsmassenanteil. Es besteht Temperaturabhingigkeit.

Der Sittigungsanteil einer Substanz wird in mg/100 g Standardfett bei 37 °C + 0,5 °C angegeben.

Zwischen der Loslichkeit in g/100 g Losung (S’) und der Léslichkeit in g pro 100 g Losungsmittel (S)
besteht folgende Beziehung:

100 x 2: g/100 g Standardfett

=100 -

Multiplikation des Wertes S mit 1 000 ergibt mg/100 g Standardfett.

1.3. Referenzsubstanzen
Referenzsubstanzen miissen nicht in allen Fillen verwendet werden, in denen eine neue Priifsubstanz
untersucht wird. Die Referenzsubstanzen sollten in erster Linie dazu dienen die Meflanordnung von Zeit

zu Zeit zu kalibrieren und bei Anwendung einer anderen Methode einen Vergleich der Ergebnisse zu
ermoglichen.

1.4. Prinzip der Methode

Die Priifsubstanz wird unter festgelegten Bedingungen durch Riihren in einem flissigen Standardfett
geldst, wobei ein angemessener Uberschuf vorgelegt wird, der sich aus dem Vorversuch ergibt.

Die geloste Substanzmenge wird durch eine geeignete ‘analytische Methode bestimmt.

1.5. Qualititskriterien

1.5.1. Anwendbarkeit
Die Wiederholbarkeit (= repeatability) der Messung ist zur Zeit unbekannt.
Die Ergebnisse gelten fiir Standardfette bei Verwendung relativ reiner Substanzen. Bei 37 °C kénnen

Fette Emulsionen oder feine Suspensionen mit Feststoffen bilden. Da hierdurch die Bestimmung des
Massenanteils gestort wird, ist eine derartige Bildung zu vermeiden.
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1.6. ‘ Beschreibung der Methode
1.6.1. Vorbereitung
1.6.1.1. Gerite

Folgende Ausriistung wird benétigt:
— normale Laboratoriumsglasgerite,
— Waage,

— Zentrifuge mit Thermostat,

— Riihrvorrichtung, die in Kombination mit einem Temperatur-Kontrollsystem benutzt werden
kann,

— Thermostat.

1.6.1.2. Standardfett

Der Einsatz von Standardfett ist notwendig. Die Standardfette sollen definierbar sein. Ein Beispiel fir
ein solches Fett ist als Anlage beigefiigt.

1.6.1.3. Vorversuch

Es ist ein einfacher Vorversuch durchzufiihren, um die ungefihre Priifsubstanzmenge zu ‘bestimmen, die
zur Einstellung des Sittigungsmassenanteils bei der Priiftemperatur von 37 °C erforderlich ist.

Anmerkung:

Die Geschwindigkeit der Einstellung des Sattigungsgleichgewichts kann bei Feststoffen sehr stark von
der Partikelgrofle abhingen. Aus diesem Grunde sollen diese Stoffe pulverisiert-werden.

1.6.1.4. Vorbereitung der Priiffsubstanz

8 Proben in $0-ml-Kolben einwiegen. Normalerweise die doppelte Menge an Priifsubstanz nehmen, wie
zur Sittigung im Vorversuch ermittelt.

Nach Hinzufiigen einer gewogenen Menge von etwa 25 g verfliissigtem und gemischtem Standardfett,
die mit einem Riihrer versehenen Kolben fest mit Glasstopseln verschliefen. Eine Halfte (Gruppe 1) bei
30 °C, die andere Hilfte (Gruppe 2) bei etwa 50 °C je mindestens 1 Stunde lang rithren.

1.6.2. Priifbedingungen

Die Bestimmung der Fettloslichkeit wird bei 37 °C + 0,5 °C vorgenommen.

1.6.3. MeRverfabren

Der Inhalt der Kolben beider Gruppen bei 37 °C + 0,5 °C rithren, es mufl gute Durchmischung
bestehen.

Die zur Erreichung des Gleichgewichts nétige Rihrdauer kann im allgemeinen nicht vorausgesagt
werden. Bei fliissigen Substanzen kann eine Sittigung innerhalb von Minuten erreicht sein. Bei festen
Substanzen kann dies Stunden dauern. Im allgemeinen werden nicht mehr als 3 Stunden Riihrzeit notig
sein. Nach dieser Riihrzeit wird das Riihren fiir 2 Kolben aus jeder Gruppe abgestellt. Diese beiden
Kolben bleiben noch mindestens 1 Stunde bei 37 °C stehen, um die ungeldsten Bestandteile zu trennen
und die Bildung einer homogenen Phase zu ermdglichen.

Falls sich Emulsionen oder Suspensionen bilden (z.B. Tyndall-Effekt), miissen diese durch ein
geeignetes Verfahren beseitigt werden, wie z. B. Zentrifugieren in einer thermostatisierten Zentrifuge.
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1.6.4.

Die dritten und vierten Kolben beider Gruppen sollen mindestens 24 Stunden geriihrt werden, bevor sie
noch 1 Stunde bei 37 °C 4+ 0,5 °C ohne Riihren ‘stehen.

Anmerkung:

Wenn nach diesem Zeitraum bei festen Substanzen kein Bodensatz bzw: bei fliissigen Substanzen keine
Phasentrennung festzustellen ist, muff der Ansatz mit einer gréferen Priifsubstanzmenge wiederholt -
werden.:

Analyse

Jeder gesittigten Fettphase eine Probe zur Analyse entnehmen. Diese Probe wird gewogen und der
Massenanteil bestimmt.

Jedes geeignete Analysenverfahren kann verwendet werden, entweder direkt oder nach Extraktion mit
Wasser oder einem organischem Lésungsmittel bzw. nach Anwendung anderer Trennverfahren.

Beispiele fiir solche Methoden sind:
— Spektrophotometrie,
— Gas- oder Fliissigkeitschromatographie,

— Voltametrie.

DATEN

Ergeben sich signifikante Unterschiede in den Ergebnissen von Unter- oder Ubersattigung oder Kurzzeit-
und Langzeit-Rithrperioden, dann muf§ die Bestimmung mit lingeren Riihrzeiten wiederholt werden.

ABSCHLUSSBERICHT

Der Bericht enthilt, wenn méglich, folgende Informationen:
— genaue Angaben iiber die Priifsubstanz (Identitit und Verunreinigungen),

— genaue Angaben tber das eingesetzte Fett (z. B. Beschreibung, Eigenschaften, Herkunft, Zusammen-
setzung),

— Analysenmethode, Abwei'chungén, besondere Aspekte.

Die Ergebnisse miissen wie oben beschrieben ausgewertet werden. Sie sind Bestandeteil des Priifberichts.
Falls zwischen den verschiedenen beobachteten Werten in mg/100 g keine signifikanten Unterschiede
bestehen, sollen die Einzelwerte, der Mittelwert und die Standardabweichung im Priifbericht angegeben
werden.

Falls selbst nach Wiederholung der Beéstimmung die Unterschiede sehr grof bleiben, sollen nur die
Einzelergebnisse angefiithrt werden.

Alle Informationen und Bemerkungen, die fiir die Interpretation der Ergebnisse von Bedeutung sind,
miissen in den Bericht aufgenommen werden.

LITERATUR

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



Nr. L 251/56 : Amtsblatt der Europiischen Gemeinschaften 19.9. 84

Anlage

BEISPIEL FUR STANDARDFETTE

Die folgende Tabelle zeigt die Zusammensetzung eines typischen Standardfettes.

Fettsdureverteilung

Zahl der C-Atome im Fettsdurerest 6 8 10 12 14 16 13 andere

GLC-Flache (%) 0,5 7,5 10,3 50,4 13,9 7,6 8,6 1

Glycerid-Verteilung

Gesamtzahl der C-Atome in

den Fettsiureresten 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 SO

GLC-Flichen (%) 01 03 1,0 2,3 49 109 13,9 21,1 161 11,7 9,8 4,4 2,2 1,1 0,2
~ Reinheit

Monoglycerid-Gehalt (enzymatisch) <= 0,1 %

Diglycerid-Gehalt (enzymatisch) < 0,4%

Unverseifbares = 0,1%

Wijs-Zahl =< 0,5

Siurezahl 0,02

Wassergehalt (K. Fischer) < 0,1%

Klar-Schmelzpunkt 28,5 °C

Typisches Absorptionsspektrum (Schichtdicke d = 1 cm, Vergleich: Wasser, 35 °C)

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

mindestens 10 % Lichtdurchlissigkeit bei 303 nm

Dieses Fettsimulans ist eine synthetische Mischung gesittigter Triglyceride mit einer Fettsiure- und Triglyceridver-
teilung, dhnlich wie Kokosfett.
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A. 8. VERTEILUNGSKOEFFIZIENT

1. METHODE

Der beschriebenen Methode liegt die OECD-Priifrichtlinie zugrunde (1).

1.1, Einleitung

Vor Durchfiihrung der Priifung soliten Vorinformationen itber Dissoziationskonstante, Wasserloslich-
keit und Oberflichenspannung des Stoffes vorliegen.

Die Methode ist nur fiir reine Substanzen anwendbar, die in Wasser und n-Oktanol 16slich sind. Sie ist
nicht fiir oberflichenaktive Substanzen geeignet.

1.2. Definition und Einheiten i

Als Verteilungskoefficient (P) bezeichnet man das Verhaltnis der Gleichgewichtskonzentrationen (c;)
einer geldsten Substanz in einem Zweiphasensystem aus zwei weitgehend unmischbaren Losungsmit-
teln.

Im Falle von n-Oktanol und Wasser ergibt sich:

= COktanol

CWasser

Pow

Der Verteilungskoeffizient (P) ist somit der Quotient zweier Konzentrationen. Er wird gewohnlich in
Form seines Zehnerlogarithmus (log P) angegeben.

1.3.. Referenzsubstanzen

Referenzsubstanzen miissen nicht in allen Fillen verwendet werden, in denen eine neue Priifsubstanz
untersucht wird. Die Referenzsubstanzen sollten in erster Linie dazu dienen, die Meflanordnung von
Zeit zu Zeit zu kalibrieren und bei Anwendung einer anderen Methode einen Vergleich der Ergebnisse
zu ermoglichen. :

1.4 Prinzip der Methode

Zur Bestimmung des Verteilungskoeffizienten miissen nach Einstellung des Gleichgewichts zwischen
| allen wechselwirkenden Komponenten des Verteilungssystems die Konzentrationen der in beiden Phasen
| gelosten Substanz ermittelt werden.

Die einschlagige Literatur zeigt, daf8 die Losung dieses Problems mit verschiedenen Techniken moglich
ist, wie z. B. der griindlichen Mischung der beiden Phasen, mit anschlieffender Phasentrennung zur
Bestimmung der Gleichgewichtskonzentration der untersuchten Substanz.

1.5. Qualititskriterien

1.5.1. Wiederholbarkeit

Um die Genauigkeit der Verteilungskoeffizienten zu gewihrleisten, sind Doppelbestimmungen bei drei
verschiedenen Priifbedingungen durchzufithren. Dazu konnen sowohl die eingesetzte Menge der
untersuchten Substanz als auch das Verhiltis der Losungsmittelvolumina verindert werden. Die so
ermittelten Werte des Verteilungskoeffizienten, ausgedriickt als deren Zehnerlogarithmus, sollen in
einem Bereich von + 0,3 log-Einheiten liegen. :

1.5.2. Empfindlichkeit
Der Mefbereich der Methode wird durch die Bestimmungsgrenze des Analysenverfahrens festgelegt.

Diese sollte ausreichend sein, um die Bestimmung von Poy-Werten bis 105 zu ermoglichen, wenn die
Konzentration der gelésten Substanz in keiner Phase grofer ist als 0,01 Mol/1.
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1.5.3.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

Anwendbarkeit

Das Nernst’sche Verteilungsgesetz gilt nur fiir verdiinnte Losungen bei konstanter Temperatur, Druck
und pH-Wert. Es gilt streng nur fiir eine reine Substanz, die zwischen zwei reinen Lésungsmitteln
verteilt ist. Wenn mehrere geloste Stoffe in einer oder beiden Phasen gleichzeitig vorkommen, kann
dadurch das Ergebnis beeinflufSt werden.

Dissoziation oder Assoziation geléster Molekiile filhren zu Abweichungen vom Nernst’schen Vertei-
lungsgesetz. Solche Abweichungen zeigen sich darin, daff der Verteilungskoeffizient von der Kenzentra-
tion der Losung abhingig wird.

Wegen der auftretenden multiplen Verteilungsgleichgewichte sollte diese Methode fiir ionische Verbin-

dungen nicht ohne entsprechende Korrekturen angewendet werden. (Die Benutzung von Pufferlésungen
anstelle von Wasser sollte fiir derartige Verbindungen erwogen werden.)

Beschreibung der Methode

Schétzung der Verteilungskoeffizienten

Der Wert des Verteilungskoeffizienten kann entweder durch eine einfache Berechnung (2) oder aus den
Sattigungsloslichkeiten -der Priifsubstanz in den reinen Losungsmitteln (1) abgeschitzt werden.

Hierbei ist

PS b - S:'ittigung Cn-Oktanol
chatzung Sattigung Cyugser

Alternativ kann der Wert auch in einer vereinfachten Vorpriifung grob bestimmt werden.

Vorbereitung

n-Oktanol:- Die Bestimmung des Verteilungskoeffizienten soll mit sehr reinem Reagens durchgefiihrt
werden.

Wasser: Es soll destilliertes bzw. doppelt destilliertes Wasser aus Glas- oder Quarzgefiflen verwendet
werden.

Anmerku;zg:

Direkt aus einem Ionanaustauscher entnommenes Wasser soll nicht benutzt werden.

Vorsittigung der Losungsmittel

Vor der Bestimmung des Verteilungskoeffizienten werden die Phasen des Lésungsmittelsystems durch
Schiitteln bei Priiftemperatur gegenseitig gesittigt. Dazu ist es praktisch, zwei grofle Vorratsflaschen
gefiillt mit sehr reinem n-Oktanol bzw. Wasser mit jeweils einer ausreichenden Mengé des anderen
Lésungsmittels zu versetzen, mit einem mechanischen Schiittelapparat 24 Stunden zu schiitteln und
dann so lange stehén zu lassen, bis sich die Phasen getrennt haben und der Sittigungszustand erreicht
1st. ’

Vorbereitung der Priiffung

Das Gesamtvolumen des Zweiphasensystems soll das Priifgefif nahezu ausfiillen. Dadurch kénnen
Materialverluste aufgrund von Verdampfung verhindert werden. Das Volumenverhiltnis und die
einzusetzenden Mengen der Substanz werden durch die folgenden Angaben festgelegt:

— den Schitzwert des Verteilungskoeffizienten (siehe oben),
— die fiir das Analysenverfahren erforderliche Mindestmenge an Priifsubstanz und

— die Begrenzung der Konzentration in jeder Phase auf maximal 0,01 Mol/l.

Es sind drei Priifungen durchzufiihren. Bei der ersten wird das berechnete Volumenverhiltnis eingesetzt,

bei der zweiten das doppelte Volumen an n-Oktanol und bei der dritten die Hilfte des Volumens an -

n-Oktanol. _ :
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1.6.2.3. Priifsubstanz

Zur Erstellung einer Massenbilanz iiber die Priifung wird eine Vorratslésung in n-Oktanol mit einer
Massenkonzentration zwischen 1 und 100 mg/ml hergestellt. Die tatsachlich vorliegende Massenkon-
zentration dieser Vorratslosung soll vor ihrem Gebrauch zur Bestimmung des Verteilungskoeffizienten
exakt bestimmt werden. Diese Losung soll so gelagert werden, daf ihre Stabilitit gewihrleistet ist.

1.6.3. ~ Priifbedingungen

Die Priiftemperatur sollte zwischen 20 und 25 °C liegen und konstant (£ 1 °C) gehalten werden.

1.6.4. MeRverfabren

1.6.4.1. Einstellung des Verteilungsgleichgewichts

Fiir jede der Priifbedingungen sollen zwei Priifgefife vorbereitet werden, die jeweils die erforderlichen
genau abgemessenen Mengen der beiden Losungsmittel sowie die erforderliche Menge an Vorratslésung
enthalten.

Die Oktanol-Anteile sollten volumetrisch abgemessen werden. Die Priifgefiffe soliten entweder mit
einem geeigneten Schiittelapparat oder von Hand geschiittelt werden. Ein empfohlenes Verfahren
besteht darin, das Zeéntrifugenglas rasch um 180° um seine Querachse zu drehen, so daf eventuelle
eingeschlossene Luft durch beide Phasen aufsteigt.

1.6.4.2. Phasentrennung

Zur Trennung der Phasen sollte die Mischung in einer Laborzentrifuge bei Raumtemperatur zentrifu-
giert werden. Wenn eine Zentrifuge ohne Thermostat benutzt wird, sollten die Zentrifugengliser von
der Analyse mindestens eine Stunde bei Priiftemperatur aufbewahrt werden, damit sich das Gleichge-
wicht wieder einstellt.

1.6.5. Analyse

Zur Ermittlung des Verteilungskoeffizienten miissen die Konzentrationen der Testsubstanz in beiden
Phasen analysiert werden. Dies kann dadurch geschehen, daf von jeder der beiden Phasen aus jedem
Glas und fitr jede Priifbedingung ein aliquoter Teil entnommen und mit gewihlten Verfahren analysiert
wird. Die in den beiden Phasen vorhandene Gesamtmenge der Substanz soll berechnet und mit der
eingesetzten Menge verglichen werden. Die Probenahme aus der wiflrigen Phase sollte so erfolgen, daf§
die Gefahr des Einschlusses von Spuren an n-Oktanol méglichst weitgehend vermindert wird: z. B. kann
eine Glasspritze mit auswechselbarer Nadel zur Probenahme verwendet werden. Zuerst sollte die Spritze
teilweise mit Luft gefiille werden. :

Diese Luft sollte vorsichtig herausgedriickt werden, wahrend die Nadel durch die Oktanolschicht
hindurchgefiihrt wird. Ein ausreichendes Volumen an wifiriger Phase wird in die Spritze gezogen. Die
Spritze wird schnell aus der Losung entfernt und die Nadel abgenommen. Der Inhalt der Spritze kann
dann als wiflrige Probe weiterverwendet werden. Die Konzentration in den beiden voneinander
getrennten Phasen sollte am besten mit einem substanzspezifischen Verfahren ermittelt werden. Beispiele
fiir moglicherweise geeignete physikalisch-chemische Bestimmungsverfahren sind:

— photometrische Verfahren,
— Gaschromatographie,

— Hochdruck-Fliissigkeitschromatographie.

2. DATEN

Ist der gemessene Pqy grofer als 104, wird empfohlen, die Ergebnisse mit einem berechneten Poy-Wert
zu vergleichen, der z. B. nach der in der Literatur (3) angegebenen Methode ermittelt wurde.

Die Zuverlissigkeit der ermittelten P-Werte kann durch Vergleich der Mittelwerte der Doppelbestim-
mungen mit dem Gesamtmittelwert gepriift werden. )
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ABSCHLUSSBERICHT

Der Bericht enthilt folgende Informationen:

genaue Beschreibung der Substanz (Identitit und Verunreinigungen),
Priiftemperatur,
Angaben iiber die zur Konzentrationsbestimmung verwendeten Analysenverfahren,

die in ‘beiden Phasen bei der Bestimmung gemessenen Konzentrationen (d. h., daB insgesamt 12
Konzentrationen angegeben werden sollten),

die Einwaage an Priifsubstanz, das Volumen jeder Phase in jedem Priifgefaff und die berechnete
Gesamtmenge an Priifsubstanz, die in jeder Phase nach Erreichen des Gleichgewichts enthaltén
ist,

die berechneten Werte des -Verteilungskoeffizienten (P) fiir jede Priifung, der Mittelwert fiir jede
Priifbedingung und der Mittelwert aus allen Priifungen sind anzugeben. Hinweise fiir eine Konzen-
trationsabhingigkeit des Verteilungskoeffizienten sollten im Bericht vermerkt werden,

die Standardabweichung der einzelnen P-Werte vom Mittelwert sollte angegeben werden,
der Mittelwert aus allen Prisfungen sollte auch als Zehnerlogarithmus angegeben werden,

der mit einem Berechnungsverfahren ermittelte theoretische Poy-Wert sollte angegeben werden,
wenn er bestimmt wurde oder wenn der Meflwert > 104 ist,-

der pH-Wert des verwendeten Wassers und der wifrigen Phase wihrend des Experiments,

alle fir die Auswertung der Ergebnisse wichtigen Informationen und Bemerkungen. -

LITERATUR

(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. FLAMMPUNKT

1. METHODE

1.1. Einleitung
Es ist zweckdienlich, Vorinformationen iiber die Entziindlichkeit der Priifsubstanz zu haben, um diesen
Versuch durchzufiihren. Das Priifverfahren ist auf fliissige handelsiibliche Substanzen anwendbar, deren
Dimpfe durch Ziindquellen entflammt werden kénnen. Die in diesem Text beschriebenen Priifverfahren
sind nur fiir diejenigen Flammpunktbereiche zuverlissig, die bei den jeweiligen Verfahren angegeben
werden.

1.2. Definitionen und Einheiten
Der Flammpunkt ist die niedrigste Temperatur, bezogen auf einen Druck von 101,325 kPa, bei der sich
in einem geschlossenen Tiegel aus der zu priffenden Fliissigkeit unter den in der Priifmethode
festgelegten Bedingungen Dimpfe in einer solchen Menge entwickeln, daff sich im Tiegel ein durch

Fremdziindung entflammbares Dampf/Luft-Gemisch bildet.

Einheiten: °C

t=T - 273,15
(tin °Cund T in K)

1.3. Referenzsubstanzen
Referenzsubstanzen brauchen nicht in allen Fillen verwendet zu werden, in denen eine neue Substanz
untersucht wird. Sie soliten hauptsichlich dazu dienen, das Priifgerit von Zeit zu Zeit zu kalibrieren

und die Méglichkeit bieten, Ergebnisse zu vergleichen, wenn eine andere Methode angewandt worden
ist.

1.4. Prinzip der Methode

Die Priifsubstanz wird in einen Tiegel gefiillt, der allmahlich erwirmt wird, bis der Dampf eine
ausreichend hohe Konzentration in der Luft erreicht hat und das Gemisch geziindet werden kann.

1.5. Qualititskriterien
1.5.1. Wiederholbarkeit

Die Wiederholbarkeit ist je nach Flammpunktbereich und benutzter Priifmethode unterschiedlich;
max. + 2 °C.

1.5.2. Empfindlichkeit

Die Empfindlichkeit hingt von der benutzten Priifmethode ab.

1.5.3. Spezifische Anwendbarkeit

Die Spezifitit einiger Priifmethoden ist auf bestimmte Flammpunktbereiche beschrinkt und hingt von
substanztypischen Eigenschaften ab (z. B. hohe Viskositit).

1.6. Beschreibung der Methode

1.6.1. Vorbereitungen

Eine Probe der zu priffenden Substanz wird in ein Priifgerit gemifl 1.6.3.1 und/oder 1.6.3.2
eingefiillt. ‘
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1.6.2.

1.6.3.

1.6.3.1.

1.6.3.2.

Versuchsbedingungen

Das Priifgerat ist vor Zugluft geschiitzt aufzustellen.
Versuchsausftibrung

Gleichgewichtsmethode

Siehe dazu: ISO 1516, ISO 3680, ISO 1523, ISO 3679.

Nicht-Gleichgewichtsmethode

Zur Bestimmung des Flammpunktes viskoser Fliissigkeiten (Farben, Klebstoffe und Zhnliches), die
Losemittel enthalten, diirfen nur solche Priifgerite und Priifmethoden verwendet werden, die zur
Bestimmung des Flammpunktes viskoser Fliissigkeiten geeignet sind.

Siehe dazu: ISO 3679, ISO 3680, ISO 1523, DIN 53213 Teil 1.

Gerit nach Abel:
Siehe dazu: BS 2000 Teil 170, NF M07-011, NF Té6-009.

Gerit nach Abel-Pensky:

Siehe dazu: (EN 57), DIN 51755 Teil 1 (fiir Temperaturen von 5 °C bis 65 °C), DIN 51755 Teil 2 (fiar
Temperaturen unter 5 °C), NF M07-036.

Gerit nach Tag:
Siehe dazu: ASTM D 56, ISO 2719.

Gerit nach Pensky-Martens:

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

Bemerkungen:

Wird mit einer Nicht-Gleichgewichtsmethode wie in -1.6.3.2 ein Flammpunkt von (0 + 2)°C,
(21 + 2)°C, (55 + 2) °C ermittelt, sollte das Priifergebnis mit dem gleichen Gerit, jedoch unter
Benutzung einer Gleichgewichtsmethode, bestitigt werden.

Fiir eine Anmeldung diirfen nur diejenigen Methoden benutzt werden, bei denen der Zahlenwert des
Flammpunktes bestimmt wird.

DATEN

ABSCHLUSSBERICHT

Der Priifbericht enthilt:
— genaue Angaben iiber die Priifsubstanz (Identifikation und Verunreinigungen),
— die angewandte Priifmethode sowie mogliche Abweichungen davon sollen angegeben werden,

— die Ergebnisse sowic alle Informationen und Bemerkungen, die fiir die Interpretation der Versuchs-
ergebnisse von Bedeutung sind, sollen angegeben werden.

LITERATUR

Keine.
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A. 10. ENTZUNDLICHKEIT — FESTE STOFFE

1. METHODE

1.1. Einleitung
Es ist zweckdienlich, vor der Ausfilhrung der Priifung, Informationen iiber mogliche explosive
Eigenschaften der Priifsubstanz einzuholen.
Diese Methode kann nur bei pulverférmigen, kérnigen und pastenférmigen Substanzen angewendet
werden.
Um nicht alle Stoffe zu erfassen, die entziindet werden konnen, sondern nur solche, die schnell brennen
oder deren Brennverhalten besonders gefahrlich ist, sollen nur diejenigen Stoffe als leicht entziindlich
eingestuft werden, deren Abbrandgeschwindigkeit einen bestimmten Grenzwert iiberschreitet. Dariiber
hinaus sollen alle Metallpulver als leicht entziindlich beurteilt werden, die entziindet werden kénnen und
iiber die gesamte Linge der Schittung. durchglithen. Gliihende Metallpulver sind namlich besonders
gefahrlich, weil sie schwer zu 16schen sind; iibliche Léschmittel wie Kohlendioxid oder Wasser konnen
die Gefahren betrichtlich vergréfern.

1.2. Definitionen und Einheiten
Die Abbrandzeit wird in Sekunden ausgedriickt.

1.3. Referenzsubstanzen
Nicht spezifiziert.

1.4. Prinzip der Methode
Die Priifsubstanz wird in ihrer handelsiiblichen Form zu einer Schiittung von 250 mm Linge geformt.
Dann wird versucht, die Schiittung gemif den Bedingungen unter Nr. 1.6.3 zu .entziinden; die
Abbrandzeit wird gemessen.

1.5. Qualititskriterien

1.6. Beschreibung der Methode

1.6.1. Vorbereitung

Pulverférmige und kornige Priifsubstanzen werden in ihrer handelsiiblichen Form-locker in die Form
gefiillt. Die Form aus Metall hat eine Linge von 250 mm und einen dreieckigen Querschnitt mit einer
inneren Hohe von 10 mm' und-einer inneren Breite von 20 mm. Die Form wird an beiden Lingsseiten
von zwei Metallblechen begrenzt, die die dreieckige Form um 2 mm iiberragen (siche Abbildung). Die
gefiillte Form wird dreimal aus einer Hohe von 2 cm auf eine feste Unterlage fallen gelassen. Falls nétig,
wird ‘die Form danach aufgefiillt. Dann werden die seitlichen Begrenzungen entfernt und die tiberschiis- .
sige Substanzmenge wird abgetrennt. Schlieflich wird eine nicht brennbare und nicht porose Platte auf
die freie Oberfliche der Schiittung gelegt, das Ganze um-180° gedreht und die Form entfernt.

Pastenformige Substanzen werden in Form eines Stranges von 250 mm Linge und einem Querschnitt
von etwa 1 cm? auf eine nicht brennbare Platte aufgebracht.

Um die Schiittung an einem Ende zu entziinden, kann jede geeignete Ziindquelle, wie z. B. eine
Gassparflamme oder ein heiffer Draht mit einer Mindesttemperatur von 1 000 °C, verwendet werden.
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1:6.2. Versuchsbedingungen
Hygroskopische Priifsubstanzen sollen so-schnell wie méglich nach der Entnahme aus dem Behilter
gepriift werden.

1.6.3. Versuchsausfiibrung
Ein Ende der Schiittung soll entziindet werden. Nach einem Abbrand iiber eine Linge von 80 mm soll

die Abbrandzeit iiber die folgenden 100. mm gemessen werden. Der Versuch soll sechsmal ausgefiihrt
werden, wobei jedesmal eine saubere, kalte Platte-verwendet werden soll.

2. DATEN

Die Abbrandzeiten von sechs Versuchen sind mafigebend fiir die Beurteilung.

3. ABSCHLUSSBERICHT

3.1. Priifbericht

Der Priifbericht enthilt:

— genaue Angaben iiber die Priifsubstanz (Identifikation und Verunreinigungen),
— Beschreibung der Priifsubstanz, physikalischer Zustand, Feuchtigkeitsgehalt,
— Meflergebnisse,

— alle zusatzlichen Bemerkungen, die fiir die Auswertung der Ergebnisse von Bedeutung sind.

3.2. Interpretation
Pulver, kérnige oder pastenformige Priifsubstanzen werden als leicht entziindlich beurteilt, wenn die
Abbrandzeit bei einem von 6 Versuchen, die nach der unter Nr. 1.6 beschriebenen Methode
durchgefiihrt werden, kleiner ist als 45 s. Pulver von Metallen oder Metallegierungen werden als leicht

entziindlich beurteilt, wenn sie entziindet werden kénnen und die Flamme oder die Reaktionszone sich
iiber die gesamte Probe ausbreitet.

4. LITERATUR

Keine.
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Anlage

Abbildung

Form und Zubehor zur Herstellung der Schiittung
(alle Maflangaben in mm)
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Linge der Form: 250 mm
Werkstoff: Aluminium
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1.1.

1.2

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.3..

A. 11. ENTZUNDLICHKEIT — GASE

METHODE

Einleitung
Mit dieser Methode 138t sich bestimmen, ob Gase im Gemisch mit Luft bei atmospharischem Druck und
Raumtemperatur einen Explosionsbereich aufweisen. Gemische mit steigender Konzentration des zu

priifenden Gases mit Luft werden einem elektrischen Funken ausgesetzt und man beobachtet, ob eine
Entziindung erfolgt.

Definition
Der Explosionsbereich ist der Konzentrationsbereich zwischen der unteren und oberen Explosionsgren-
ze. Die untere und obere Explosionsgrenze bezeichnen die beiden Grenzwerte des Brenngasgehaltes im

Brenngas/Luft-Gemisch, bei denen eine selbstindige Flammenausbreitung von der Ziindquelle her
gerade nicht mehr auftritt.

Referenzsubstanzen

Nicht spezifiziert.

Prinzip der Methode

Der Gasanteil im Gas/Luft-Gemisch wird stufenweise erhoht und das Gemisch jeweils einem elektri-
schen Funken ausgesetzt.

Qualititskriterien

Nicht spezifiziert.

Beschreibung der Methode

Gerdt

Das Versuchsgefiff ist ein aufrecht stehender Glaszylinder mit einem inneren Durchmesser von
mindestens 50 mm und einer Mindesthéhe von 300 mm. Die Ziindelektroden befinden sich 60 mm tiber
dem Boden des Zylinders und haben einen Abstand von 3 mm bis 5 mm voneinander. Der Zylinder ist
mit einer Druckentlastungséffnung versehen. Das Gerit ist iiberdies mit einem Schutzschirm versehen,
um eventuelle Explosionsschiden zu verhindern.

Ein Induktionsfunken von 0,5 s Dauer, der mittels eines Hochspannungstransformators mit von 10 bis
15 kV Sekundirspannung (maximale Leistungsaufnahme 300 W) erzeugt wird, dient als Ziindquelle.

Versuchsbedingungen

Der Versuch mufl bei Raumtemperatur durchgefiihrt werden.

Versuchsausfiihrung

Mit Hilfe einer volumetrisch arbeitenden Dosierpumpe wird ein Gas/ Luft-Gemisch hergestellt und so
lange von unten nach oben durch das Versuchsgefafl geleitet, bis das vorher darin befindliche Gas
verdringt worden ist. Danach wird im ruhenden Gemisch mit dem Induktionsfunken geziindet und
beobachtet, ob sich eine Flamme von der Ziindquelle ablost und selbstindig ausbreitet. Der Gasanteil
wird beginnend bei 1 % (Volumenanteil) stufenweise um 1 % erhoht, bis eine wie oben beschriebene
Entziindung erfolgt.
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DATEN

Das Auftreten der Flammenablésung ist die einzig relevante Information zur Bestimmung dieser
Eigenschaft.

ABSCHLUSSBERICHT

Der ‘Priifbe‘richt enthalt:

— genaue Angaben iiber die Priifsubstanz (Identifikation und Verunreinigungen),
— eine Beschreibung mit Abmessungen des benutzten Gerits,

— die Raumtemperatur, bei der der Versuch durchgefiihrt wurde,

— die gepriiften Konzentrationen und die erhaltenen Ergebnisse, ‘

— die Versuchsergebnisse — nicht entziindliches oder leicht entziindliches Gas,

— erweist sich ein Gas als ,nicht entziindlich“, soll dargelegt werden; daf alle Konzentrationen durch
Erhohung der Konzentration um jeweils 1 % von 0 auf 100 % gepriift wurden,

— alle Informationen und Bemerkungen, die zur Auswertung der Ergebnisse von Bedeutung sind,
miissen im Bericht erwihnt werden.

LITERATUR

Keine.-
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A. 12. ENTZUNDLICHKEIT — STOFFE UND ZUBEREITUNGEN, DIE BEI BERUHRUNG MIT
WASSER ODER MIT FEUCHTER LUFT LEICHTENTZUNDLICHE GASE
IN GEFAHRLICHER- MENGE ENTWICKELN

1. METHODE

1.1. Einleitung

Diese Priifmethode kann angewandt werden, um festzustellen, ob die Reaktion eines Stoffes mit Wasser
zur Entwicklung gefihrlicher Mengen von leichtentziindlichen oder giftigen Gasen fithrt.

Das Verfahren kann sowohl fiir feste als auch fiir fliissige Stoffe angewandt werden. Dieses Verfahren
gilt jedoch nicht fiir Stoffe, die sich bei Berithrung mit Luft selbst entziinden.

1.2. Definitionen

,Leichtentziindlich“: Stoffe und Zubereitungen, die bei Berithrung mit Wasser oder mit feuchter Luft
leichtentziindliche Gase in gefihrlicher Menge (mindestens 1 1/kg-h) entwickeln. Diese Grenze
beriicksichtigt nicht die Giftigkeit eines Gases.

1.3. Prinzip der Methode

Die Priifsubstanz wird in der nachstehend beschriebenen Stufenfolge gepriift; erfolgt auf irgendeiner
Stufe eine Entziindung, so ist keine weitere Priifung mehr notwendig.

1.3.1. Stufe 1

Die Priifsubstanz wird in eine Schale gegeben, die destilliertes Wasser mit-einer Temperatur von 20 °C
enthilt; es wird festgestellt, ob sich das hierbei entwickelte Gas entziindet.

1.3.2. Stufe 2

Die Priifsubstanz wird auf ein Filterpapier gegeben, das auf der Oberflache des Wassers einer mit
destilliertem Wasser von 20 °C gefiillten Schale schwimmt; es wird festgestellt, ob sich das entwickelte
Gas entziindet. Das Filterpapier dient nur dazu, die Substanz an der betreffenden Stelle' zu halten,
wodurch die Méglichkeit einer Entziindung erhoht wird.

1.3.3. Stufe 3

Mit der Priifsubstanz wird eine kleine Schiittung von etwa 2 cm Héhe und 3 cm Durchmesser
hergestelit. Es werden einige Tropfen Wasser auf diese Schiittung gegeben und es wird festgestellt, ob
sich das entwickelte Gas entziindet.

1.3.4. Stufe 4

Die Priifsubstanz wird mit destilliertem Wasser (20 °C) versetzt und die entwickelte Gasmenge wird
iber eine Zeit von 7 Stunden in Abstinden von je 1 Stunde gemessen. Ist die Gasentwicklung
ungleichmifig oder nimmt sie nach 7 Stunden noch zu, so ist die Mefdauer zu verlangern bis zu einer
Hochstdaver von 5§ Tagen. Die Prifung kann abgebrochen werden, wenn die Menge zu irgendeinem
Zeitpunkt 1 1/kg-h tbersteigt.




19. 9. 84 Amtsblatt der Europiischen Gemeinschaften Nr. L 251/69

1.4. Referenzsubstanz

Nicht spezifiziert.

1.5. Qualititskriterien

Keine Angabe.

| 1.6. Beschreibung der Methode
|

1.6.1. Stufe 1

1.6.1.1. Versuchsbedingungen

Die Priifsubstanz wird in ihrer handelsiiblichen Form verwendet; die Priifung erfolgt bei Raumtempera-
tur (ca. 20 °C).

1.6.1.2. Versuchsausfithrung

Eine kleine Menge der Priifsubstanz {etwa 2 mm Durchmesser) wird in eine Schale mit destilliertem
Wasser gegeben. Man schreibt auf; (i) ob sich Gas entwickelt und (ii) ob sich das Gas entziindet.
Entziindet es sich, so braucht die Substanz nicht weiter gepriift zu werden, da sie als gefihrlich zu
betrachten ist.

1.6.2. . Stufe 2

1.6.2.1. Gerit

Ein Filterpapier wird flach auf die Oberfliche des Wassers eines mit destilliertem Wasser gefiillten
geeigneten Gefifles gelegt, z. B. einer Abdampfschale mit ca. 100 mm Durchmesser.

1.6.2.2. Versuchsbedingungen

Die Priifsubstanz wird in ihrer handelsiiblichen Form verwendet; der Versuch wird bei Raumtemperatur
(etwa 20 °C) durchgefiihrt.

1.6.2.3. Versuchsausfithrung
. Eine kleine Menge des zu priifenden Stoffes (etwa 2 mm Durchmesser) wird mitten auf das Filterpapier

gelegt. Man schreibt auf, (i) ob sich Gas entwickelt und (ii) ob sich das Gas entziindet. Entziindet es
‘'sich, so braucht der Stoff nicht weiter gepriift zu werden, da er als gefihrlich zu betrachten ist.

1.6.3. Stufe 3

1.6.3.1. Versuchsbedingungen

Die Priifsubstanz wird in ihrer im Handel erhiltlichen Form verwendet; der Versuch wird bei
Raumtemperatur durchgefithrt.
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1.6.3.2.

1.6.4.

1.6.4.1.

1.6.4.2.

1.6.4.3.

Versuchsausfithrung

Mit der Priifsubstanz wird eine kleine Schiittung von etwa 2 cm Héhe und 3 cm Durchmesser mit einer
Vertiefung an der Spitze hergestellt. Man giefit einige Tropfen Wasser in die Vertiefung und schreibt
auf, (i) ob sich Gas entwickelt und (ii) ob sich das Gas entziindet. Entziindet es sich, so braucht die
Substanz nicht weiter gepriift zu werden, da sie als gefihrlich zu betrachten ist.

Stufe 4

Apparatur

Die Apparatur wird gemif der Abbildung (siehe Anlage) aufgebaut.

Versuchsbedingungen

Man stellt fest, ob sich in dem Behilter mit der Priifsubstanz Pulver mit einer Korngréfie von <500 pm
befindet. Macht dieses Pulver mehr als insgesamt 1 % (Massenanteil) aus oder ist die Probe zerreibbar,
so ist die gesamte Probe vor dem Versuch zu einem Pulver zu mahlen, um eine Verminderung der Grofe
der Teilchen (durch Abrieb) bei Lagerung und Handhabung zu beriicksichtigen; andernfalls ist die
Priifsubstanz in der handelsiiblichen Form zu verwenden.

Der Versuch ist bei Raumtemperatur (20 °C) und Atmosphirendruck durchzufiihren.

Versuchsausfiithrung

Es wird Wasser in den Tropftrichter der Apparatur gegeben und geniigend Priifsubstanz (hochstens
25 g) in den Erlenmeyer-Kolben eingewogen, um 100 cm? bis 250 cm3 Gas zu erzeugen. Die entwickelte
Gasmenge kann mit einem beliebigen geeigneten Verfahren gemessen werden. Der Hahn des Tropftrich-
ters wird gedffnet, um das Wasser in den Kolben zu geben; gleichzeitig wird eine Stoppuhr in Gang
gesetzt. Man notiert die Zeit fir die Entwicklung der gesamten Gasmenge; wenn méglich sind auch
Zwischenwerte aufzuzeichnen. Der Versuch ist dreimal durchzufithren.

Ist die chemische Zusammensetzung des Gases nicht bekannt, so muf§ es analysiert werden. Enthilt es
leichtentziindliche Komponenten und ist nicht bekannt, ob das ganze Gemisch leichtentziindlich ist, so
ist ein Gemisch mit gleicher Zusammensetzung herzustellen und nach dem entsprechenden Verfahren
(A. 11) zu priifen.

DATEN

Eine Entziindung oder die Entwicklung von leichtentziindlichem Gas in einer Menge von mehr als
11/kg-h in drei Versuchen geniigt, um die gepriifte Substanz als gefahrlich einzustufen. (1.6.1), (1.6.2)
und (1.6.3).

ABSCHLUSSBERICHT

Der Priifbericht enthilt:

— genaue Angaben und Beschreibung der Priifsubstanz (z. B. Farbe, Teilchengrofle, Aggregatzu-
stand),

— Vorbehandlung der Priifsubstanz,

— Versuchsergebnisse,

— chemische Identitit des entwickelten Gases,

— die Geschwindigkeit der Gasentwicklung (1.6.4),

— irgendwelche zusitzlichen Bemerkungen, die zur Auswertung der Ergebnisse wichtig sind.
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LITERATUR

(1) ISO 1773.

(2) Vorlaufige Priifrichtlinie der OECD, Paris, zur Bestimmung von Stoffen, die bei Berithrung mit

Wasser leichtentziindliche Gase in gefahrlicher Menge entwickeln.
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A. 13. ENTZUNDLICHKEIT — FESTE UND_FLUSSIGE STOFFE

1. METHODE-

1.1. Einleitung
Es ist zweckdienlich, sich iiber die Selbstentziindlichkeit eines Stoffes zu informieren. Die Priifmethode
ist anwendbar auf handelsiibliche feste und fliissige Stoffe, die sich bei Raumtemperatur in kleinen
Mengen nach kurzer Zeit an der Luft selbst entziinden.
Dieses Verfahren gilt nicht fiir Stoffe, die sich bei Raumtemperatur erst nach Stunden oder Tagen selbst
entziinden, oder erheblich héheren Temperaturen ausgesetzt werden miissen, ehe Selbstentziindung
eintritt.

1.2, Definitionen
Fliissige und feste Stoffe werden als leichtentziindlich beurteilt, wenn sie sich bei sechs Versuchen unter
den in Nr. 1.6. beschriebenen Bedingungen mindestens einmal entziinden.
Die Selbstentziindlichkeit von Fliissigkeiten muf§ unter Umstinden noch nach Verfahren A. 15 gepriift
werden. (Selbstentziindlichkeiten: Bestimmung der Ziindtemperatur von Fliissigkeiten und Gasen.)

1.3. Referenzsubstanzen
Nicht spezifiziert.

1.4. Prinzip der Methode
Die Priifsubstanz wird bei einer Temperatur von (25 + 10) °C 5 Minuten lang mit der Luft in
Berithrung gebracht. Entziindet sie sich, so wird sie als leichtentziindlich beurteilt.

1.5. Qualititskriterien
Wiederholbarkeit: Aus sicherheitstechnischen Griinden geniigt ein einziges positives Ergebnis bei 6
Versuchen, um die Substanz als leichtentziindlich einzustufen.

1.6. Beschreibung der Methode

1.6.1. Gerite
Eine Porzellanschale mit einem Durchmesser von ca. 10 cm wird bei Raumtemperatur etwa 5 mm hoch
mit Diatomeenerde gefiillt.
Bemerkung:
Diatomeenerde oder irgendein anderer, allgemein verfigbarer dhnlicher inerter Stoff soll reprisentativ
fiir Erde sein, mit der bei einem Unfall ausgelaufene Stoffe in Berithrung kommen kénnen.

1.6.2. Versuchsausfiibrung

a) Pulverférmige feste Stoffe
1 bis 2 cm3 der zu priifenden pulverférmigen Substanzen werden aus etwa 1 m Héhe auf eine nicht
brennbare Unterlage geschiittet, und es wird beobachtet, ob sich die Substanz beim Fallen oder nach
Ablagerung innerhalb von 5 Minuten entziindet.
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b) Flissigkeiten
Ca. § cm3 der zu priifenden Flissigkeit werden in die vorbereitete Porzellanschale gegossen, und es
wird beobachtet, ob sich die Priifsubstanz innerhalb von 5§ Minuten entziindet.

DATEN

Die Ergebnisée von sechs Versuchen sind maflgebend fiir die Beurteilung.

ABSCHLUSSBERICHT

Der Priifbericht enthilt:
— Beschreibung der Priifsubstanz,

— Versuchsergebnisse.

LITERATUR

(1) Vorlaufige Priifrichtlinie der OECD, Paris, zur Bestimmung des pyrophoren Verhaltens von festen
und fliissigen Stoffen, A 80/23 — Schlu8bericht des OECD-Prifprogramms fiir Chemikalien.
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4,

A. 14. EXPLOSIONSGEFAHR

METHODE

Einleitung

Die Methode dient als Priifschema zur Feststellung, ob feste, fliissige oder pastenformige Stoffe oder
Zubereitungen bei Flammenziindung (thermische Empfindlichkeit) oder bei Einwirkung von Stoff oder
Reibung (mechanische Empfindlichkeit) eine Explosionsgefahr darstellen.

Sie besteht aus drei Priifungen:

a) Priifung der thermischen Empfindlichkeit,

b) Priifung der mechanischen Empfindlichkeit bei Schlagbeanspruchung,
¢) Priifung der mechanischen Empfindlichkeit bei Reibbeanspruchung.

Die Methode liefert Ergebnisse mit denen die Wahrscheinlichkeit der Ausldsung einer Explosion bei
Einwirkung verschiedener iblicher Beanspruchung festgestellt werden kann. Sie dient nicht zur
Feststellung, ob ein Stoff oder eine Zubereitung explosionsfahig ist (d. h. ob ein Stoff oder eine
Zubereitung iiberhaupt unter irgendeiner Bedingung in der Lage ist zu explodieren); sie dient auch nicht
zur Ermittlung, in welchem Ausmaf eine beginnende Zersetzung auf die gesamte Probe iibertragen
werden kann, um in dieser eine Explosion auszuldsen.

Die Methode dient zur Feststellung, ob ein Stoff oder eine Zubereitung unter den besonderen in der
Richtlinie festgelegten Bedingungen eine Explosionsgefahr darstellt (thermische und mechanische
Empfindlichkeit).

Die_Priifungen sind iiberfliissig, sofern thermodynamische Daten fiir die Stoffe und Zubereitungen
(Bildungs-, Zersetzungsenthalpie, reaktive Gruppen (1) in der Strukturformel) bekannt sind, die aufSer
jedem Zweifel erkennen lassen, daf der Stoff oder die Zubereitung sich nicht unter schneller,
wirmeliefender Bildung von Gasen zersetzen kann (d. h. die Substanz keine Explosionsgefahr darstellt).
Es ist zu beachten, daR die Methode nicht als endgiiltig festgelegt betrachtet werden kann. Sie umfafdt
cine Reihe ausgewihlter spezieller Gerite, die international verbreitet sind und die normalerweise
aussagekriftige Ergebnisse liefern.

Die mit der Prifung befafite Person kann auch andere Gerite fiir die drei nachfolgend festgelegten
Priifungen verwenden, vorausgesetzt, daf8 dies wissenschaftlich begriindet werden kann, und daf§ die
eingesetzten Gerite international anerkannt sind. In diesem Fall miissen die mit diesen Geriten
erhaltenen Ergebnisse mit den unter Verwendung der in der Richtlinie beschriebenen Gerite erhaltenen
Ergebnissen in Beziehung gesetzt werden.

Definitionen
Als explosionsgefihrlich gelten Stoffe und Zubereitungen, die durch Flammenziindung zur Explosion

gebracht werden konnen oder die gegen Stoff oder Reibung empfindlicher sind als Dinitrobenzol C¢H,
(NO;);.

Referenzsubstanz

m-Dinitrobenzol CgH4(NO,),, kristallin, technisches Produke fiir die Priifung der Schlag- und Reib-
empfindlichkeit.

Prinzip der Methode

Um sichere Bedingungen fiir die Ausfithrung der drei Empfindlichkeitspriifungen herauszufinden, ist die
Durchfithrung von Vorversuchen erforderlich.
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1.4.1.

1.4.2.

1.4.3.

1.4.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.1.1.

1.6.1.2.

Vorversuche

Sehr kleine Proben (etwa 10 mg) der Priifsubstanz werden ohne Einschluff mit einer Bunsenbrenner-
flamme erhitzt, in einem geeigneten Gerit einem Schlag ausgesetzt und unter Verwendung eines
Reibstiftes und eines Widerlagers oder in einer beliebigen Reibmaschine gerieben. Das Ziel der
Vorversuche ist festzustellen, ob der Stoff oder die Zubereitung so empfindlich und in ihrer Explosions-
wirkung so gefihrlich ist, daf zur Vermeidung von Verletzungen des Priifenden, besondere Schutzmafi-
nahmen bei der Durchfiihrung der Priifungen vorzusehen sind.

Thermische Empfindlichkeit

Fiir die Priffung wird die Priifsubstanz in Stahlhiilsen erhitzt, wobei unterschiedliche Einschluffbedingun-
gen durch Verwendung von Diisenplatten mit Offnungen verschiedenen Durchmessers erreicht werden.
Auf diese Weise wird bestimmt, ob der Stoff oder die Zubereitung bei thermischer Beanspruchung
explodieren kann. '

Mechanische Empfindlichkeit (Stof)

Die Priifung besteht darin, dafl die Priifsubstanz dem Schlag eines Fallgév}ichtes auf einem Stahlambof3
ausgesetzt wird.

Mechanische Empfindlichkeit (Reibung)

Bei dieser Priifung wird die Priifsubstanz der Reibung zwischen standardisierten Oberflachen unter
festgelegten Bedingungen der Belastung und relativen Bewegung ausgesetzt.

Qualitatskriterien

Nicht festgelegt.

Beschreibung der Methode
Apparaturen

Thermische Empfindlichkeit

Die Stahlhiilse wird aus Tiefziehblech (siehe Anlage) im Ziehverfahren hergestellt. Sie hat einen inneren
Durchmesser von 24 mm, eine Linge von 75 mm und eine Wanddicke von 0,5 mm. Am offenen Ende
ist die Hiilse mit einem Bund zum Verschlielen der Hiilse versehen (siche Abbildung 1). Die Hiilse wird
durch eine Diisenplatte verschlossen, die mit der aus Gewindering und Mutter bestehenden Verschrau-
bung fest mit der Hiilse verbunden wird. Die Diisenplatte (siche Abbildung 1) ist 6 mm dick und besteht
aus warmfestem Chromstahl (siche Anlage). Zur Ermittlung des Grades der Explosionsgefihrlichkeit
des Stoffes oder der Zubereitung stehen Diisenplatten mit verschiedenen Offnungsdurchmessern (15 1,5;
2; 2,5 3; 4; 5; 6; 8; 10; 12; 14; 16; 18; 20 ... mm) zur Verfiigung. Der Gewindering und die
Mutter bestehen aus Chrom-Mangan-Stahl (siehe Anlage), der bei 800 °C zunderfest ist. Fir jeden
Versuch ist eine neue Stahlhiilse zu verwenden.

Mechanische Empfindlichkeit (Stof)

Ein typischer Fallhammer-Apparat besteht im wesentlichen aus einem Block aus Grauguff mit Fuf§ und
Ambof, der Siule, den Fiihrungsschienen und dem Fallgewicht mit Auslésevorrichtung. Der Block
230 mm (Tiefe) x 250 mm (Breite) x 200 mm (Hoéhe) mit Fuf8 450 mm (Tiefe) x 450 mm (Breite) x
60 mm (Hohe) trigt einen aufgeschraubten Stahlambof von 100 mm Durchmesser und 70 mm Héhe.
Auf der Riickseite des Stahlblocks ist die Halterung angeschraubt, in der die Saule aus nahtlos
gezogenem Stahlrohr von 90 mm Auflendurchmesser und 70 mm Innendurchmesser befestigt ist. Auf
einem massiven Betonsockel 60 cm x 60 cm x 60 cm mit vier darin verankerten Steinschrauben ist der
Fallhammer satt aufliegend so befestigt, dafl die Fithrungsschienen genau senkrecht stehen und das
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Fallgewicht leicht gefithrt wird. Die Masse des Fallgewichts muff 10 kg betragen. Das Fallgewicht
besteht aus kompaktem massivem Stahl. Es muf einen zylindrischen Schlageinsatz aus gehértetem Stahl
HRC 60 bis 63 und einen Mindestdurchmesser von 25 mm haben. Die Versuche miissen bei einer
Fallhohe von 0,4 m ausgefiihrt werden.

Die zu untersuchende Probe ist in eine Stempelvorrichtung einzuschliefen, die aus zwei koaxial
iibereinanderstehenden Stahlzylindern und einem Hohlzylinder aus Stahl als Fihrungsring besteht. Die
Stahlstempel, Abmessung 10 (—0,003 - 0,005) mm Durchmesser und 10 mm Hohe, miissen polierte
Fliachen, abgerundete Kanten (Krimmungsradius: 0,5 mm) und eine Harte HRC 58 bis 65 haben. Die
Hohlzylinder miissen einen iuferen Durchmesser von 16 mm, eine geschliffene Bohrung von 10
(+0,005 +0,010) mm und eine Héhe von 13 mm haben.

Tritt beim Versuch eine Explosion ein, so diirfen die Stahlstempel und die Hohlzylinder nicht zu
weiteren Versuchen benutzt werden.

Die Stempelvorrichtung ist auf einen Zwischenambof von 26 mm Durchmesser und 26 mm Héhe aus
Stahl zu stellen und durch einen Zentrierring mit einem Lochkranz zum Abstrédmen der Explosions-
schwaden zu zentrieren.

1.6.1.3. Mechanische Empfindlichkeit (Reibung)

Der Reibapparat besteht aus der Grundplatte (Graugufl), auf der die Reibvorrichtung, bestehend aus
feststehendem Porzellanstift und beweglichen Porzellanplittchen, montiert ist. Das Porzellanplittchen
ist in einem Schlitten zu befestigen, der in zwei Gleitschienen gefiihrt wird. Der Schlitten ist Gber eine
Schubstange, eine Exzenterscheibe und ein Getriebe durch einen Elektromotor so anzutreiben, daf§ das
Porzellanplittchen unter dem Porzellanstift eine Hin- und Rickbewegung von 10 mm Liange
ausfihrt.

Der Porzellanstift ist mit etwa 360 N zu belasten.

Die Porzellanplittchen werden aus rein weiffem technischem Porzellan gefertigt und haben die Abmes-
sungen 25 mm (Linge) x 25 mm (Breite) x 5 mm (Hohe). Beide Reibflichen der Plittchen miissen vor
dem Brennen durch Streichen mit einem Schwamm aufgerauht sein (Rauhtiefe 9 pm bis 32 pm).

Der zylindrische Porzellanstift ist ebenfalls aus rein weiflem technischem Porzellan gefertigt. Er ist
15 mm lang, hat einen Durchmesser von 10 mm und eine rauhe kugelige Endfliche mit einem
Krimmungsradius von 10 mm.

1.6.2. Versuchsbedingungen

1.6.2.1. Thermische Empfindlichkeit

Die Substanz wird im Auslieferungszustand bis zu 60 mm hoch in drei etwa gleich groflen Portionen in
die Hiilse eingefiillt. Jede Portion wird unter Anwendung einer Kraft von 80 N mittels eines Holzstabes,
dessen Durchmesser etwas kleiner als der Innendurchmesser der Hiilse ist, angedriickt. Im Fall der
Priifung gelatinser Substanzen ist dafiir Sorge zu tragen, daff wihrend des Fiillens der Hiilse keine
Luftblasen (Lunker) mit eingebracht werden.

1.6.2.2. Mechanische Empfindlichkeit (Stoff)

Die Substanz ist im trockenen Zustand zu priifen. Die Probe muf§ ein Volumen von 40 mm3 oder ein der
verwendeten Apparatur angepafites Volumen haben. Fiir die festen — ausgenommen pastenformige —
Substanzen gilt folgendes:

a) Pulverformige Substanzen sind zu sieben (Maschenweite 0,5 mm); der gesamte Siebdurchgang ist zur
Priifung zu verwenden;

b) Geprefite, gegossene oder anderweitig verdichtete Substanzen sind zu zerkleinern und zu sieben; zur
Priifung ist die Siebfraktion 0,5 bis 1,0 mm Durchmesser zu verwenden. ‘

Bei fliissigen Substanzen ist der obere Stahlstempel bis zu einem Abstand von 1 mm vom unteren
Stempel hineinzudriicken und in dieser Lage zu halten.
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1.6.2.3.

1.6.3.

1.6.3.1.

1.6.3.2.

1.6.3.3.

Mechanische Empfindlichkeit (Reibung)

Die Substanz ist im trockenen Zustand zu priifen. Die Probe muf ein Volumen von 10 mm?3 haben. Fiir
feste Substanzen, ausgenommen pastenférmige Substanzen, gilt folgendes:

a) Pulverférmige Substanzen sind zu sieben (Maschenweite 0,5 mm); der gesamte Siebdurchgang ist zur
Priifung zu verwenden;)

b) Geprefte, gegossene oder anderweitig verdichtete Substanzen sind zu zerkleinern und zu sieben; die
Siebfraktion < 0,5 mm ist fiir die Priifung zu verwenden.

Versuchsausfiihrung

Thermische Empfindlichkéit

Zum Erhitzen der Hiilsen wird Propan verwendet, das einer handelsiiblichen Stahlflasche mit Druck-
minderer (500 mbar) entnommen wird. Der iiber einen Stromungsmesser und einen Verteiler den vier
Brennern zugefiihrte Heizgasstrom ist so einzustellen, daff den vier Brennern insgesamt 3,2 Liter Propan
je Minute zugefithrt werden.

Sollen anstelle von Propan andere Heizgase verwendet werden, sind die Brenner, der Gasverbrauch und
die Luftzufuhr so zu wihlen, daf8 bei Vergleichsmessungen unter Verwendung von Inertstoffen als
Fillgut der Hiilsen (Sand, Dibutylphthalat) gleiche Kurven fiir den zeitlichen Temperaturverlauf in den
Hiilsen gemessen werden, wie sie bei der Verwendung von Propan erhalten werden.

Die Brenner sind entsprechend Abbildung 2 um den Schutzkasten herum anzuordnen.

Die Brenner sind so einzustellen, daf die Spitzen der inneren blauen Kegel der Flammen gerade die
Hiilse beriihren. Der Versuch ist in einem Schutzkasten, dessen Abmessungen in Abbildung 2 angegeben
sind, durchzufiihren. :

Die Abmessungen der Propangasbrenner sind in den Abbildungen 3 a) und 3 b) dargestellt.

Es miissen zwei Serien von je drei Einzelversuchen ausgefithrt werden, wobei fiir die erste Serie
Diisenplatten verwendet werden, deren Diisen einen Durchmesser von 2 mm aufweisen; fiir die zweite
Serie werden Diisenplatten verwendet, die Diisen mit einem Durchmesser > 2 mm (z.B. 6 mm)
aufweisen.

Tritt wihrend der ersten Serie (Diisendurchmesser 2 mm) eine Explosion ein, kann auf die Durchfiih-
rung der zweiten Versuchsserie verzichtet werden. Tritt wiahrend eines Versuchs innerhalb von
5 Minuten keine Explosion ein, wird der Versuch abgebrochen.

Mechanische Empfindlichkeit (Stof)

Mit dem beschriebenen Fallhammer-Apparat werden sechs Einzelversuche unter Verwendung eines
Fallgewichts von 10 kg und Anwendung einer Fallhdhe von 0,4 m ausgefiihrt. Bei Verwendung einer
anderen Apparatur wird die Probe mit m-Dinitrobenzol C¢H4(NO,), unter Benutzung anerkannter
Auswertemethoden (z. B. up and down technique) verglichen.

Mechanische Empfindlichkeit (Reibung)

Der Porzellanstift ist auf die zu untersuchende Probe zu setzen und zu belasten. Bei Durchfiihrung des
Versuchs miissen der Schwammstrich quer zur Bewegungsrichtung des Porzellanplitichens liegen und
der Stift auf der Probe stehen und so viel Priifsubstanz vor dem Stift liegen, daf bei der Plattchenbewe-
gung geniigend Priifsubstanz unter den Stift gelangt. Das Porzellanplittchen ist unter dem Porzellanstift
in einer Zeit von 0,44 s je 10 mm hin- und herzubewegen. Jeder Oberflichenbezirk des Plittchens darf
nur einmal fiir einen Versuch verwendet werden.
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2: DATEN

21 Behandlung der Ergebnisse
Die Priifung kann, sobald ein positives Ergebnis in einem Einzelversuch erhalten wird, abgebrochen
werden.

2.2. Auswertung

Grundsitzlich gilt ein Stoff oder eine Zubereitung im Sinne dieser Richtlinie als explosiohsgefﬁhrlich,

a).wenn sie innerhalb-der festgelegten Anzahl von Einzelversuchen zur Prifung der thermischen
Empfindlichkeit zur Explosion kommen (d. h. die Hiilse in drei oder mehr Splitter zerlegt wird);

oder

b) wenn bei sechs Einzelversuchen mit dem beschriebenen Fallhammer-Apparat mindestens einmal eine
Explosion auftritt (eine Entziindung steht einer Explosion gleich) oder wenn bei Verwendung einer
anderen Apparatur die Probe empfindlicher ist als m-Dinitrobenzol CgH4(NO,);;

oder

c) wenn bei sechs Einzelversuchen mit dem beschriebenen Reibapparat mindestens einmal eine
Explosion auftritt-(eine Entflammung, ein Knistern steht einer Explosion gleich) oder wenn bei
Anwendung einer anderen Priifmethode die Probe empfindlicher ist als m-Dinitrobenzol

C¢H4(NO,),.
3. ABSCHLUSSBERICHT
3.1. Priifbericht

Der Priifbericht enthilt:

— die Bezeichnung, die Zusammensetzung, die Reinheit, den Feuchtigkeitsgehalt usw. der Priifsub-
stanz,

— die physikalische Form der Probe und die Angabe, ob die Probe gesiebt worden ist,

— die Beobachtungen wihrend der Priifungen (Art der Reaktion, Funken- oder Flammenbildung,
Explosion, Zahl der Splitter usw.),

— die Ergebnisse jedes Einzelversuchs,

— die wissenschaftliche Begriindung fiir die Verwendung anderer Priifverfahren und -gerite als in der
Richtlinie beschrieben, sowie die Beweisfiithrung fiir die Vergleichbarkeit der Ergebnisse,

— alle niitzlichen Hinweise auf Versuche mit dhnlichen Substanzen, die fiir die richtige Auslegung der
erhaltenen Versuchsergebnisse von Bedeutung sein konnen.

3.2. Interpretation

Im Priifbericht sind auch alle Ergebnisse, die als falsch, anormal oder nicht reprasentativ angesehen
werden, anzugeben. Wird ein Versuchsergebnis nicht in die Bewertung einbezogen, so ist dies zu
begriinden, und es sind die Ergebnisse anderer oder zusitzlicher Versuche aufzufiihren. Gelegentlich
bezieht sich ein Versuchsergebnis nur auf die bei der Priifung vorliegende physikalische Form und
gegebenenfalls die Flichtigkeit des Stoffes oder der Zubereitung. In diesem Falle sollte angegeben
werden, welches Ergebnis man erhalten wiirde, wenn der Stoff oder die Zubereitung in der handelsiib-
lichen Form gepriift wiirde. Eine derartige Information kann u.U. bei Anwendung alternativer
Priifmethoden erhalten werden. Kann die Abnormitit eines Ergebnisses nicht auf diese Weise nachgewie-
sen werden, mufl das erhaltene Ergebnis in die Bewertung einbezogen werden und der Stoff oder die
Zubereitung entsprechend eingestuft werden.
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Anlage

Beispiel fiir Werkstoffspezifikationen

1. Werkstoffspezifikation Nr. 1.0336.505 g gemifl DIN 1623, Blatt 1
2. Werkstbffspeziﬁkation Nr. 1.4873 gemaf8 ,Stahl-Eisen-Werkstoff* 490-52
3. Werkstoffspezifikation Nr. 1.3817 gemaf ,Stahl-Eisen-Werkstoff“ 490-52
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Abbildung 3 a
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Abbildung 3 b
Material: Messing
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.3.

A. 15. SELBSTENTZUNDLICHKEIT — BESTIMMUNG DER ZUNDTEMPERATUR

VON FLUSSIGKEITEN UND GASEN

METHODE

Einleitung
Es ist zweckdienlich, Vorinformationen iber die Selbstentziindlichkeit eines Stoffes zu haben. Das
Priifverfahren ist auf handelsiibliche, gasformige und fliissige Stoffe anwendbar, die oder deren Diampfe

in Gegenwart von Luft an einer heiffen Oberfliche geziindet werden konnen. Die Ziindtemperatur kann
durch katalytisch wirkende Verunreinigungen erheblich herabgesetzt werden.

Definitionen

Der Grad der Selbstentziindlichkeit wird durch Angabe der Ziindtemperatur ausgedriickt. Die Ziindtem-
peratur ist die niedrigste Temperatur, bei der sich die zu priifende Substanz im Gemisch mit Luft unter
den im Priifverfahren definierten Bedingungen entziindet.

Referenzsubstanzen

Nicht spezifiziert.

Prinzip der Methode

Die Selbstentziindungsfihigkeit von Gasen und Dimpfen wird mit Hilfe der in IEC 79-4 beschriebenen
Apparatur bestimmt.

Qualititskriterien

Die Wiederholbarkeit schwankt je nach Bereich der Ziindtemperaturen und der benutzten Priifmethode
um maximal + 5 °C.

Die Empfindlichkeit hingt von der benutzten Priifmethode ab.

Die Spezifitit hiangt von der benutzten Priifmethode ab.

Beschreibung der Methode

Gerdt

Die Priifgerite sind in den unter 1.6.3 genannten Methoden beschrieben.

Versuchsbedingungen

Eine Probe der Priifsubstanz wird entsprechend den unter 1.6.3 genannten Methoden gepriift. '

Versuchsausfiihrung

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




19. 9. 84

Amtsblatt der Europdischen Gemeinschaften Nr. L 251/85

DATEN

Registrierung von Versuchstemperatur, Luftdruck, Menge der eingesetzten Probe, Zeitverzug bis zur
Ziindung.

ABSCHLUSSBERICHT

Der Priifbericht enthilt:
— genaue Angaben iiber die Substanz (Identifikation und Verunreinigungen),
— Probenmenge, Luftdruck,

— Meflergebnisse (Versuchstemperaturen, Ergebnisse hinsichtlich der Ziindung und des Ziind-
vorganges),

— alle zusitzlichen Bemerkungen, die fiir die Interpretation der Ergebnisse wichtig sind.

LITERATUR

Keine
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A. 16. SELBSTENTZUNDLICHKEIT — FESTE STOFFE — BESTIMMUNG DER RELATIVEN

1.1.

1.2

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.1.1.

SELBSTENTZUNDUNGSTEMPERATUR

METHODE

Einleitung

Diese Priifmethode gilt nicht fiir explosive Stoffe und solche, die sich bei Raumtemperatur an der Luft
selbst entziinden.

Zweck dieser Priifung ist der Erhalt von vorliufigen Informationen iiber die Selbstentziindlichkeit von
festen Stoffen bei erhohter Temperatur.

Wird die bei der Reaktion des Stoffes mit Sauerstoff oder bei der exothermen Zersetzung des Stoffes
entstehende Wirme nicht schnell genug an die Umgebung abgegeben, so fiihrt Selbsterhitzung zur
Selbstentziindung. Selbstentziindung tritt somit ein, wenn die Warmeentwicklung grofler ist als die
Wirmeableitung. :

Die Priifmethode wird als vorliufiger ,Screening“-Test fiir feste Substanzen angewandt. Wegen der

komplexen Natur der Entzindung und Verbrennung von festen Stoffen soll die mit-dieser Methode
bestimmte Selbstentziindungstemperatur nur. fiir Vergleichszwecke benutzt werden.

Definitionen und Einheiten
Die mit dieser Methode bestimmte Selbstentziindungstemperatur ist die minimale Umgebungstem-

peratur in °C, bei der sich unter definierten Bedingungen eine bestimmte Menge einer Substanz
entziindet.

Referenzsubstanzen

Keine.

Prinzip der Methode

Eine bestimmte Menge der zu priifenden Substanz wird bei Raumtemperatur in einen Ofen eingebracht.
Wihrend die Temperatur des Ofens mit einer Rate von 0,5 °C/min auf 400 °C erhéht wird, wird die
Temperatur im Innern der Probe ‘gemessen und als Temperatur/Zeit-Kurve registriert. Diejenige

Ofentemperatur, bei der die Probetemperatur durch Selbsterhitzung 400 °C erreicht, wird bei- diesem
Verfahren als Selbstentziindungstemperatur bezeichnet.

Qualititskriterien

Keine.
Beschreibung der Methode

Gerdt

Ofen

Ein Laboratoriumsofen (Volumen etwa.2 1) mit Temperaturprogrammierung, natiirlicher Luftzirkula-
tion und Explosions-Druckentlastung. Schwelgase diirfen auf keinen Fall mit den elektrischen Heizdrih-
ten in Beriihrung kommen, da sonst Explosionsgefahr besteht.
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1.6.1.2. Drahtnetz-Kubus
Ein Stiick Drahtnetz aus rostfreiem Stahl'mit einer Maschenweite von 0,045 mm wird entsprechend der
Darstellung in Abbildung 1 (siche Anhang) zugeschnitten. Dieses Drahtnetz wird zu einem oben offenen
Kubus gefaltet; die Kanten des Kubus werden mit Draht fest verbunden.
1.6.1.3. Thermoelemente
Geeignete Thermoelemente.
1.6.1.4. Registriergerit
Jedes Registriergerat mit zwei Mefkanilen, das fir Temperaturen von 0 bis 600 °C oder dem
entsprechenden Thermospannungs-Bereich kalibriert ist. -
1.6.2. Versuchsbeaingungen:
Die Stoffe werden in ihrer handelsiiblichen Form gepriift.
1.6.3. Versuchsausfiibrung
Der Kubus wird mit der zu prifenden Substanz gefiillt und der Inhalt wird durch leichtes Aufstoflen
verdichtet; es wird weitere Priifsubstanz dazugegeben, bis der Kubus vollstindig gefiillt ist. Die Probe
wird sodann bei Raumtemperatur in die Mitte des Ofens eingesetzt. Ein Thermoelement wird in der
Mitte des Kubus und ein anderes zur Registrierung der Ofentemperatur zwischen dem Kubus und der
Ofenwand zngebracht.
Wihrend die Ofentemperatur mit einer Rate von 0,5 °C/min auf 400 °C oder bis zum Schmelzpunkt
der Priifsubstanz, falls dieser niedriger ist, gesteigert wird, wird die Temperatur des Ofens und der
Probe kontinuierlich aufgezeichnet.
Wenn sich die Priifsubstanz entziindet, zeigt das Thermoelement der Probe einen starken Temperatur-
anstieg tiber die Ofentemperatur hinaus an. '
2. DATEN
Die Temperatur des Ofens, bei der die Probentemperatur durch Selbsterhitzung 400 °C erreicht, ist fir
die Beurteilung mafgebend (siche Abbildung 2 der Anlage).
3. ABSCHLUSSBERICHT
Der Priifbericht enthilt:
— Beschre:bung der Priifsubstanz,
— MefRergebnisse einschlieflich der Temperatur/Zeit-Kurve,
— alle zusitzlichen Bemerkungen, die zur Auswertung der Ergebnisse von Bedeutung sind.
4. LITERATUR

Keine.
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Anlage

Abbildung 1
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Abbildung 2

Typische Temperatur/Zeit-Kurve

B Temperatur
T + o der Probe
400°C } o @ o e e e =4

Ofentemperatur

Entziindungs-
temperatur r

Zeit




19.9. 84 Amtsblatt der Europiischen Gemeinschaften Nr. L 251/89
A. 17. BRANDFORDERNDE EIGENSCHAFTEN

1. METHODE

1.1. Einleitung
Es ist niitzlich, vor Ausfithrung des Versuches vorliufige Informationen iiber mégliche explosive und
toxische Eigenschaften der Substanz zu besitzen.
Dieses Verfahren kann nicht auf Fliissigkeiten und Gase, explosive oder leicht entziindliche Substanzen,
organische Peroxide oder auf brennbare feste Stoffe, die unter den Versuchsbedingungen schmelzen,
angewandt werden.. ‘
Die Priifung ist nicht erforderlich, wenn aufgrund der Strukturformel zweifelsfrei ersichtlich ist, daf8 die
Substanz oder die Zubereitung mit brennbarem Material nicht exotherm reagieren kann.
Zur Ermittlung der Sicherheitsvorkehrungen fiir die Versuchsdurchfithrung ist es notwendig, einen
Vorversuch durchzufiihren.

1.2 Definitioner. und Einheiten
Abbrandzeit: Diejenige Zeit in Sekunden, in der sich die Reaktionszone iiber die Schiittung ausbreitet;
gemifl dem Verfahren wie unter 1.6 beschrieben.
Abbrandgeschwindigkeit: anzugeben in mm/s.
Hochste Abbrandgeschwindigkeit: Der hochste Wert der Abbrandgeschwindigkeiten von Gemischen mit
Massenante:len an Oxidationsmittel von 10 bis 90 %.

1.3. Referenzsubstanzen
Als Referenzsubstanz fiir die Priifung oder den Vorversuch wird Bariumnitrat (analysenrein) verwen-
det.
Kaliumdichromat kann nur im Vorversuch verwendet werden. Wird Kaliumdichromat verwendet, so
sind besondere Vorsichtsmafinahmen zu ergreifen.
Referenzgemisch ist dasjenige Gemisch aus Bariumnitrat und Cellulosepulver, das gemifd 1.6 hergestellt
wurde und die héchste Abbrandgeschwindigkeit hat (iiblicherweise ein Gemisch mit einem Massenanteil
an Bariumnitrat von 60 %).

1.4. Prinzip der Methode
Der Vorversuch wird aus Griinden der Sicherheit durchgefithrt. Wenn durch den Vorversuch eindeutig
gezeigt wird, daf die Substanz oder Zubereitung brandférdernd ist, so reicht dieser Versuch aus. Ist dies
nicht der Fall, so ist mit dieser Substanz oder Zubereitung das Priifverfahren wie folgt durchzufiih-
ren. .
Die zu priifende Substanz und eine definierte brennbare Substanz werden in verschiedenen Gewichtsver-
hiltnissen gemischt. Jedes Gemisch wird dann zu Schiittungen geformt und diese Schiittungen werden an
einem Ende geziindet. Die héchste ermittelte Abbrandgeschwindigkeit wird verglichen mit der héchsten
Abbrandgeschwindigkeit eines Bezugsgemisches.

1.5. Qualit;'itskfiterien

Es ist jede Methode der Zerkleinerung und Mischung geeignet, die dazu fithrt, daf die Differenz der
maximalen Abbrandgeschwindigkeiten bei den 6 verschiedenen Versuchen vom arithmetischen Mittel-
wert nicht mehr als 10 % betrigt.
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1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

1.6.2.3.

Beschreibung der Methode

Vorversuch

Die getrocknete Substanz wird in ihrer handelsiblichen Form mit der getrockneten Cellulose oder mit
Sigemehl (Gewichtsverhiltnis: 2 Teile zu priifende Substanz, 1 Teil Cellulose) grob gemischt. Das
Gemisch wird zu einer kegelartigen Schiittung mit 3,5 cm Durchmesser und 2,5 cm Hohe geformt,
indem es ohne besonderes Andriicken in eine kegelartige Form eingefiillt wird (z. B. in einen Glastrichter
mit verstopftem Abflu8rohr).- Die Schiittung wird auf einer kalten, glatten, elektrisch nicht leitenden
Oberfliche iiber der Ziindquelle angeordnet; die Ziindquelle besteht aus einem inerten Metalldraht, wie
z. B. Platin oder Nickel (der elektrisch auf etwa 1 000 °C aufgeheizt werden kann). Die Ziindquelle
wird ca. 1-mm iiber der Oberfliche angebracht und verliuft quer durch die gesamte Grundfliche der
kegelférmigen Schiittung. Der Versuch muf gemafd 1.6:3 in einem Abzug durchgefiihrt werden. Die
Ziindquelle wird eingeschaltet und die ganze Versuchszeit betrieben. Heftigkeit und Dauer der
eintretenden Reaktion werden registriert und notiert.

Die Substanz oder Zubereitung wird als brandférdernd beurteilt, wenn die Reaktion heftig ist. In allen
Fillen, in denen Zweifel am Ergebnis moglich sind, ist das Priifverfahren durchzufiihren.

Vorbereitung

Brandfoérdernde Substanz

Die zu priifende Substanz wird auf eine Korngréfe kleiner als 0,125 mm gebracht nach der folgenden
Methode:

Die Substanz wird in ihrem handelsiiblichen Zustand gesiebt. Die verbleibende Kornfraktion wird
zerkleinert; dann wird erneut gesiebt. Das Verfahren wird solange wiederholt, bis die gesamte Probe das
Sieb passiert hat.

Es konnen alle Methoden zum Zerkleinern und Sieben eingesetzt werden, die den Qualitatskriterien
genugen.

Vor der Herstellung des Gemisches wird die Substanz bei 105 °C bis zur Gewichtskonstanz getrocknet.
Wenn die Zersetzungstemperatur der Substanz unterhalb 105 °C liegt, ist die Substanz bei einer
entsprechend niedrigeren Temperatur zu trocknen.

Brennbare Substanz

Cellulose-Pulver wird als brennbare Substanz verwendet. Es ist dies ein Cellulose-Pulver fiir die
Diinnschicht- und Siulenchromatographie mit einer Faserlinge von mehr als 85 % zwischen 0,020 und
0,075 mm. Das Cellulose-Pulver wird unter Verwendung eines Siebes mit einer Maschenweite von
0,125 mm gesiebt.

Vor der Herstellung der Mischung wird das Cellulose-Pulver bei 105 °C bis zur Gewichtskonstanz
getrocknet.

Wenn Sigemehl im Vorversuch verwendet wird, ist es wie folgt vorzubereiten.

Es wird derjenige Anteil von Weichholzsigemehl verwendet, der ein Sieb mit einer Maschenweite von
1 600 pm passiert. Dieses Sigemehl wird sorgfiltig gemischt und in einer Schichtdicke von weniger als
25 mm bei 105 °C vier Stunden lang getrocknet. Abkiihlen lassen und aufbewahren bis zur Verwen-
dung (méglichst innerhalb von 24 Stunden) in einem luftdichten Behilter, der so voll wie moglich gefiillt
sein soll. -

Gemisch

Es werden Oxidationsmittel/Cellulose-Gemische hergestellt mit Massenanteilen an Oxidationsmittel
von 10 % bis 90 %, und zwar in 10 %-Intervallen. Fir Grenzfille sollten Gemische mit dazwischen
liegender Zusammensetzung hergestellt werden, um die hochste Abbrandgeschwindigkeit genauer zu
erhalten.
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Bemerkung:

Gemische aus Oxidationsmittel mit Cellulose miissen als potentiell explosionsgefihrlich angesehen und
mit grofler Sorgfalt behandelt werden.

Die Schiittung wird mittels einer Form hergestellt. Die Form ist aus Metall, hat eine Lange von 250 mm
und einen dreieckigen Querschnitt mit einer inneren Héhe von 10 mm und einer inneren Breite von
20 mm. An beiden Seiten der Form werden in Lingsrichtung seitliche Begrenzungsbleche aufgestellt, die
den dreieckigen Querschnitt um 2 mm iiberragen (siche Abbildung). Bei dieser Anordnung wird die
Form mit Gemisch mit geringem Uberschuf gefiillt. Nach dem Fallenlassen der Form aus 20 mm Hohe
auf eine feste Unterlage wird die iiberstehende Substanz mit einem flachen Blech abgestrichen. Danach
werden die seitlichen Begrenzungsbleche entfernt und die verbleibende Schicht wird mit einer Rolle
geglittet. Nun wird eine nicht brennbare Platte auf die Form gelegt, das Ganze umgedreht und die Form
entfernt.

Ziindquelle

Die Flamme eines Gasbrenners oder eines elektrisch auf etwa 1 000 °C erhitzten Platindrahtes wird als
Ziindquelle benutzt.

Versuchsausfiihrung

Die Schiittung wird quer zur Zugrichtung in einem Abzug angeordnet. Die Absauggeschwindigkeit mufl
s0 hoch sein, daf Rauch nicht in das Labor dringen kann; sie soll wihrend des Versuchs nicht verandert
werden. Ein Windschutz muf8 um die Versuchsanordnung herum aufgestellt werden.

Unter Beriicksichtigung der Hygroskopizitit der Cellulose und der zu priifenden Substanzen soll die
Priifung so schnell wie méglich ausgefiihrt werden.

Die Schiittung wird an einem Ende mit der Gasflamme oder dem glithenden Platindraht geziindet.

Es wird die Abbrandzeit gemessen iiber eine Strecke von 200 mm, nachdem die Reaktionszone einer
Strecke von 30 mm vom Start zuriickgelegt hat.

Der Test wird mit der Bezugssubstanz ausgefiihrt. Anschliefend wird der Abbrandversuch mindestens
einmal mit jeder der von 10 bis 90 % abgestuften Mischungen ausgefiihrt. )

Wenn eine Abbrandgeschwindigkeit gefunden wird, die signifikant grofer ist als die des Referenzgemi-
sches, kann der Test beendet werden. Andernfalls mufl mit den drei Gemischen, die die hochsten
Abbrandgeschwindigkeiten ergeben haben, der Abbrandversuch jeweils fiinfmal wiederholt werden.

DATEN

Aus sicherheitstechnischen Griinden soll die héchste Abbrandgeschwindigkeit — nicht der Mittelwert —
als charakteristische Eigenschaft fiir das brandférdernde Verhalten der Priifsubstanz angesehen wer-
den.

Der hochste Wert der Abbrandgeschwindigkeit in einer Serie von sechs Versuchen mit einer bestimmten
Mischung ist mafigebend fiir die Auswertung.

Die hochsten Werte der Abbrandgeschwindigkeit fiir jede Mischung werden in einer graphischen
Darstellung in Abhingigkeit vom Gehalt an Priifsubstanz aufgetragen. :

Aus dieser graphischen Darstellung wird die héchste Abbrandgeschwindigkeit ermittelt.

Die sechs gemessenen Werte fiir die Abbrandgeschwindigkeit desienigen Gemisches, das die hochste
Abbrandgeschwindigkeit aufweist, diirfen nicht mehr als 10 % vom Mittelwert abweichen. Andernfalls
miissen die Methoden der Zerkleinerung und Mischung iiberpriift werden.

Die héchste gemessene Abbrandgeschwindigkeit wird mit der héchsten Abbrandgeschwindigkeit des
Referenzgernisches verglichen (siehe 1.3).



Nr. L 251/92 Amtsblatt der Europiischen Gemeinschaften 19.9. 84
3. ABSCHLUSSBERICHT
3.1. Priifbericht
Der Priifbericht enthilt:
— eine Beschreibung der Priifsﬁbstanz,
— jede Vorbehandlung der Priifsubstanz (z. B. Mahlung, Trocknung . ..),
— die Ergebnisse der Messungen,
— die Art der Reaktion (z. B. schnelle Brandausbreitung an der Oberfliche, Brandfortpflanzung durch
das gesamte Volumen, irgendwelche Informationen iiber Verbrennungsprodukte),
— alle zusitzlichen Bemerkungen, die fiir die Interpretation der Ergebnisse notwendig sind, einschliefs-
lich der Beschreibung der Heftigkeit (Aufflammen, Funkenwurf, Rauchentwicklung, langsames
Schwelen usw.) und der ungefihren Dauer der Reaktion beim Vorversuch mit Priif- und Bezugssub-
stanz.
3.2, Interpretation
Eine Substanz wird als brandférdernd beurteilt, wenn
a) sie im Vorversuch eine heftige Reaktion zeigt
oder
b) beim Priifverfahren die héchste Abbrandgeschwindigkeit der gepriiften Gemische grofier oder gleich
der héchsten Abbrandgeschwindigkeit des Referenzgemisches aus Cellulose und Bariumnitrat sind.
4. LITERATUR

Keine.
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Anlage
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B: METHODEN ZUR BESTIMMUNG DER TOXIZITAT
ALLGEMEINE EINLEITUNG: TEIL B

A. EINLEITUNG

Siche allgemeine Einleitung.

B. DEFINITIONEN

i) Akute Toxizitdt umfaflt die schidigenden Auswirkungen, die innerhalb eines bestimmten '
Zeitraumes (meistens 14 Tage) nach Verabreichung einer Einzeldosis einer Substanz auf-
treten.

ii) LD, (mittlere letale Dosis) ist die Einzeldosis einer Substanz, die voraussichtlich bei 50 % der
exponierten Tiere todlich wirkt. Die LDg, ist eine statistisch errechnete Grofe. Der
LDs,-Wert wird angegeben als Gewicht der Testsubstanz pro Gewichtseinheit des Versuchstie-
res (mg/kg Kérpergewicht).

ity LCs (mittlere letale Konzentration) ist die statistisch errechnete Konzentration einer
Substanz, die voraussichtlich bei 50 % der exponierten Tiere wihrend einer definierten
Expositionszeit und/oder innerhalb einer bestimmten Zeit danach zum Tode fithrt. Der
LCsy-Wert wird als Konzentration der Testsubstanz pro Standardluftvolumen (mg/1) angege-
ben. :

iv) Nicht-toxische Dosis in einem Versuch ist die Hochstdosis oder maximale Expositionskonzen-
tration, bei der keine nachweisbaren Schidigungen entstehen.

v) Subakute/subchronische Toxizitdt umfaft die schidigenden Auswirkungen, die bei Versuchs-
tieren als Ergebnis wiederholter tiglicher Verabreichung oder Exposition chemischer Substan-
zen auftreten. Die Behandlungsdauer erstreckt sich iiber eine kurze Zeit im Verhaltnis zur
tierarteigenen Lebenszeit.

vi) Maximal vertrigliche Dosis (Maximum Tolerated Dose = MTD) ist die Dosis, die deutliche
Zeichen von Toxizitit hervorruft, ohne jedoch wesentliche Auswirkungen auf die Uberlebens-
zeit der Tiere wihrend der jeweiligen Testdauer zu zeigen (z. B. bei Versuchen zur Carcino-
genese, die nicht tumorbedingt ist).

vii) Unter Hautreizung versteht man das Auslésen von reversiblen Entziindungserscheinungen nach
Verabreichung einer Priifsubstanz.

viii) Unter Augenreizung versteht man das Auslésen von reversiblen Veranderungen am Auge nach
Verabreichung einer Priifsubstanz auf die Oberfliche des Auges.

ix) Hautsensibilisierung (allergische Kontaktdermatitis) ist eine immunologische Hautreaktion, die
durch eine Priifsubstanz bedingt wurde.

C. INTERPRETATION

Es muf§ beachtet werden, daf§ Riickschliisse auf den Menschen bei der Bewertung und Interpretation
von Tierversuchen und in vitro-Tests nur begrenzt moglich sind.

Soweit verfiigbar, sind beim Menschen erhobene Befunde bei der Bestimmung der potentiellen
Auswirkung chemischer Substanzen auf die Bevolkerung von hoherer Relevanz.

MUTAGENITAT (einschlieflich Karzinogenitits-Pri-Screening-Test):

Fir eine vorliufige Abschitzung des mutagenen Potentials einer Substanz benétigt man Informatio-
nen iiber zwei Arten von Endpunkten, nimlich Genmutationen und Chromosomenaberrationen.

Diese beiden Endpunkte werden durch folgende Priifungen bewertet:

i) Priifungen itber die Auslosung von Gen(Punkt)-Mutationen in prokaryotischen Zellen wie
Salmonella typhimurium; akzeptabel ist auch der Einsatz von Escherichia coli. Die Art der zu
testenden Chemikalie ist ggf. fiir die Wahl eines der beiden Testorganismen entscheidend.
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i) -Untersuchungen zur Auslésung von Chromosomenaberrationen an in vitro kultivierten Sauger-
zellen; ein 1n vivo-Vetfahren (Mikronukleus-Test oder die Metaphasenanalyse von Knochen-
markzellen) ist ebenfalls brauchbar.

D. LITERATURHINWEISE

Die Toxikologie ist eine stindig fortschreitende experimentelle Wissenschaft und- zu einzelnen
Themenkreisen ist umfangreiche Literatur vorhanden. Entsprechende Angaben sind in den Priifricht-
linien der OECD enthalten. )

Erginzende Bemerkungen

Tierpflege

Wesentlich fiir toxikologische Untersuchungen sind strenge Kontrollen der Umweltbedingungen sowie
gute, den jeweiligen Tierarten angemessene Tierpflege.

i) Haltungsbedingungen

Die Umweltbedingungen in Versuchstierriumen sind -denjeweiligen Tierarten anzupassen. Fir
Nager ist eine Raumtemperatur von 22° C + 3° C bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 30—
70 % angezeigt; fir Kaninchen und Meerschweinchen sollte die Temperatur.20° C + 3°C bei einer
relativen Luftfeuchtigkeit von 30—70 % betragen.

Einige Untersuchungsmethoden sind besonders temperaturempfindlich. Fir diese Falle sind Einzel-
heiten iiber entsprechende Voraussetzungen in der Beschreibung des Priifverfahrens enthalten. Bei
allen Untersuchungen auf toxische Auswirkungen sind Temperatur und Luftfeuchtigkeit zu iiberwa-
chen, aufzuzeichnen und in den Endbericht der Untersuchung aufzunehmen.

Bei kiinstlicher Beleuchiung sollen die Licht- und Dunkelfolgen jeweils zwolf Stunden betragen.
Einzelheiten des Beleuchtungsmusters sind aufzuzeichnen und in den Untersuchungsbericht aufzu-
nehmen.

Wesentlich fiir Berichte tiber Tierversuche ist aulerdem der Hinweis auf die Art der Kiﬁghaltung
sowie die Anzahl der in einem Kifig untergebrachten Tiere sowohl wihrend der Exposition durch
die Priifsubstanz als auch wihrend der darauf folgenden Beobachtungszeit.

Fitterungsbedingungen

—
=
=

Das Futter muf allen ernahrungswissenschaftlichen Anforderungen fiir die jeweils eingesetzte Tierart
entsprechen. Werden den Tieren Priifsubstanzen im Futter verabreicht, so kann sich der Nahrwert
durch Wechselwirkung zwischen der jeweiligen Substanz und einem Nahrungsmittelbestandteil
verringern. '

Die Maoglichkeit einer solchen Reaktion muf bei der Interpretation der Ergebnisse berticksichtigt
werden. '

Verunreinigungen in der Nahrung, die sich nachweislich auf die Toxizitat auswirken, diirfen nicht in
beeintrichtigenden Konzentrationen vorhanden sein.
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B. 1. AKUTE TOXIZITAT — ORAL
1. METHODE

1.1. Einleitung

Siehe allgemeine Einleitung — Teil B (Punkt A).

1.2, Definitionen

Siehe allgemeine Einleitung — Teil B (Punkt B).

1.3. Bezugssubstanzen
Keine.
1.4. Prinzip der Methode

Die Priifsubstanz wird in abgestuften Dosierungen mehreren Versuchstiergruppen oral mit der Schlund-
sonde verabreicht, und zwar eine Dosierung je Gruppe. Anschliefend werden die beobachteten
Vergiftungserscheinungen und Todesfilleregistriert. Tiere, die wihrend des Versuchs sterben, sowie die
bei Versuchsende iiberlebenden Tiere werden seziert. Diese Methode wird in erster Linie bei Untersu-
chungen mit Nagetieren angewandt.

1.5. Qualititskriterien

Keine.
1.6. Beschreibung der Methode
1.6.1. Vorbereitung

Vor der Untersuchung werden die Tiere fiir einen Zeitraum von mindestens S Tagen unter experimen-
tellen Haltungs- und Fiitterungsbedingungen eingewdhnt. Vor Versuchsbeginn werden geschlechtsreife
Tiere im jugendlichen Stadium randomisiert und den einzelnen Behandlungsgruppen zugeordnet.

Falls erforderlich, wird die Priifsubstanz suspendiert bzw. in einem geeigneten Lésungsmittel gelost. Es
wird empfohlen, nach Maglichkeit eine wifirige Lésung zu wihlen. Gegebenenfalls ist eine Losung in
Pflanzend! oder anderen geeigneten Lésungsvermittlern oder eine Suspension zu verwenden. Bei nicht
wiflrigen Formulierungshilfsmitteln miissen deren relevante toxikologische Eigenschaften bekannt sein,
andernfalls sind sie vor oder wihrend des Versuchs zu bestimmen. Bei Nagetieren sollte das Volumen
normalerweise 10 ml/kg Korpergewicht nicht iiberschreiten;. ausgenommen sind wiffrige Losungen,
von denen bis zu 20 ml/kg verabreicht werden kénnen. Unterschiedliche Volumina soliten durch
Anpassung der Konzentration so gering wie méglich gehalten werden, um ein konstantes Volumen in
allen Dosierungen zu gewihrleisten.

1.6.2. Priifbedingungen

1.6.2.1. Versuchstiere

Soweit keine besonderen Griinde vorliegen, ist die Ratte zu bevorzugen. Es sind bekannte Versuchstier-
stamme zu verwenden. Fiir jedes Geschlecht sollte die Schwankung des Korpergewichts der Tiere des
jeweiligen Versuchs nicht mehr als + 20 % vom Mittelwert betragen.
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1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.2.5.

1.6.3.

Anzahl und Geschlecht

Mindestens 10 Nagetiere (5 weibliche und 5 minnliche) sind fiir jede D051erung zu verwenden. Die
weiblichen Tiere diirfen weder geworfen haben noch trichtig sein.

Dosierungen

Die Dosisgruppen (mindestens 3) miissen ausreichen, um nach entsprechenden Abstufungen Versuchs-
gruppen mit toxischen Wirkungen und Mortalititsraten zu erhalten. Die erhaltenen Daten sollen eine
Dosis-Wirkungs-Beziehung aufzeigen und — soweit méglich — eine Bestimmung der LDg, erlauben.

Limit-Test

Eine ausreichende Abschitzung der akuten oralen Toxizitit ist dann gegeben, wenn in einer behandelten
Gruppe (5 Tiere pro Geschlecht) innerhalb von 14 Tagcn nach Verabreichung von 5 000 mg/kg keine
substanzbedingte Mortalitit festgestellt wird.

Beobachtungszeitraum

Der Beobachtungszeitraum sollte mindestens 14 Tage betragen. Die Dauer der Beobachtung soll jedoch
nicht starr festgelegt werden: Sie soll von der Art des Vergiftungsbildes, dem zeitlichen Auftreten der
Symptome und der Dauer der Erholungsphase abhingig gemacht werden. Die Beobachtungszeit ist zu
verlingern, falls es sich als notwendig erweist. Der Zeitpunkt, bei dem Vergiftungserscheinungen
auftreten und wieder abklingen sowie der Zeitpunkt des Todes sind von Bedeutung, vor allem dann,
wenn Anzeichen fiir eine verzégerte Mortalitit erkennbar sind.

Versuchsdurchfiihrung

Vor Verabreichung der Prifsubstanz sollen die Tiere kein Futter erhalten. Bei Ratten sollte eine Nacht
lang kein Futter verabreicht werden. Bei Tieren mit einer hoheren Stoffwechselrate reicht eine kiirzere
Nahrungskarenz aus; Trinkwasser kann unbegrenzt verabreicht werden. Am folgenden Tag werden die
Tiere gewogen, und die Priifsubstanz wird in einer einmaligen Dosis oral mit der Schlundsonde
verabreicht. Ist eine einmalige Dosierung nicht méglich, kann die zu applizierende Dosis in Teilmengen
iiber einen Zeitraum von hochstens 24 Stunden verabreicht werden. Nach Verabreichung der Priifsub-
stanz soll der Futterentzug fiir weitere 3—4 Stunden beibehalten werden. Wird die Priifsubstanz in
Teilmengen wihrend eines grofleren Zeitraums verabreicht, kann es erforderlich sein, den Tieren je
nach Linge der Exposition Futter und Wasser zu geben. Nach der Verabreichung werden die
Beobachtungen fiir jedes Tier individuell aufgezeichnet und festgehalten. Die Beobachtungen sind
wihrend des ersten Tages hiufig durchzufiilhren. Mindestens einmal jeden Werktag sollte eine
sorgfiltige klinische Untersuchung erfolgen. Andere tigliche Beobachtungen und entsprechende Vor-
kehrungen sollen dem Ziel dienen,-den Verlust an Tieren fiir die Studie weitestgehend einzuschrinken,
z.B. durch Autopsie oder Kiihlung tot aufgefundener Tiere oder durch Isolierung oder Tétung
schwacher oder sterbender Tiere. Beobachtungen sind auszurichten auf Verinderungen von Haut, Fell,
Augen, Schleimhiuten, Atmung und Kreislauf, autonomem und zentralem Nervensystem sowie
Somatomotorik und Verhaltensmuster. Besonderes Augenmerk sind auf Tremor, Konvulsionen,
Salivation, Diarrhoe, Lethargie, Schlaf und Koma zu richten. Der Zeitpunkt des Todes ist so genau wie
moglich festzuhalten.

Die wihrend des Versuchs gestorbenen und die bis zum Abschluff des Versuchs iiberlebenden Tiere
werden seziert. Alle pathologischen Verianderungen sind zu protokollieren. Falls erforderlich, sollten
Gewebe fiir eine histopathologische Untersuchung entnommen werden.

DATEN

Die Daten sind in tabellarischer Form zusammenzufassen. Daraus muf fiir jede Versuchsgruppe die
Zahl der Tiere zu Beginn des Versuchs, der Zeitpunkt des Todes der einzelnen Tiere, die Zahl der Tiere
mit weiteren Anzeichen der Giftwirkung, die Beschreibung der toxischen Auswirkungen und die
Sektionsbefunde hervorgehen. Die Bestimmung des Gewichts der einzelnen Tiere erfolgt unmittelbar vor
Verabreichung der Priifsubstanz, danach in wochentlichen Abstinden und zum Zeitpunkt des Todes.
Gewichtsverianderungen sind zu bestimmen und aufzuzeichnen, sofern die Tiere linger als einen Tag
tiberleben. Die LDygy ist mit einer anerkannten Methode zu berechnen. Die Auswertung sollte auch —
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soweit moglich — die Beziehung zwischen Verabreichungsdosis sowie Auftreten und Grad aller
Abnormititen einschlielich Verhaltensinderungen, klinischer Symptome, schwerer Schidigungen,
Kérpergewichtsverinderungen, Mortalitdt und sonstiger toxikologischer Auswirkungen umfassen.

3. ABSCHLUSSBERICHT
3.1. Priifbericht
Der Priifbericht enthilt Informationen tiber:
— Tierarten, Stamm, Herkunft, Haltungsbedingungen, Futter usw.;
— Versuchsbedingungen;
— Dosierungsgruppen (ggf. Lésungsvermittler und Konzentrationen);
— Auflistung der Daten nach Geschlecht und Dosierung (Zahl der gestorbenen Tiere, Zahl der Tiere
mit Vergiftungserscheinungen, Zahl der exponierten Tiere);
— Zeitpunkt des Todes nach Verabreichung der Priifsubstanz;
— Verlaufsbeobachtungen;
— LDy — Wert fiir jedes Geschlecht nach einer Beobachtungszeit von 14 Tagen (unter Angabe der
Berechnungsmethode);
— 95 %-Konfidenzbereich fiir die LD g3
— Dosis/Mortalititskurve und Slope-Faktor (falls durch eine Bestimmungsmethode méglich);
— Sektionsbefunde;
— ggf. histopathologische Befunde;
— Diskussion der Ergebnisse;
— Interpretation der Ergebnisse.
3.2, Interpretation
Siehe allgemeine Einleitung — Teil B (Punkt C).
4. LITERATUR

Siche allgemeine Einleitung — Teil B (Punkt D).
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B. 2. AKUTE TOXIZITAT — INHALATION

1. METHODE

1.1. Einleitung
Siehe allgemeine Einleitung — Teil B (Punkt A).

1.2. Definitionen
Siche allgemeine Einleitung — Teil B (Punkt B).

1.3. Bezugssubstanzen
Keine.

1.4, Prinzip der Methode
Mehrere Versuchstiergruppen werden mit der Priifsubstanz in abgestuften Konzentrationen fiir eine
bestimmte Zeit exponiert, und zwar eine Konzentration je Gruppe. Die beobachteten Auswirkungen
und Todesfille werden dabei registriert. Tiere, die wihrend des Versuchs sterben, sowie die bei
Versuchsende iiberlebenden Tiere werden seziert.

1.5. Qualititskriterien
Keine.

1.6. Beschreibung der Methode

1.6.1. Vorbéreitung
Vor der Untersuchung werden die Tiere fiir einen Zeitraum von mindestens fiinf Tagen unter
experimentellen Haltungs- und Fiitterungsbedingungen eingewdhnt. Vor Versuchsbeginn werden gesun-
de geschlechtsreife Tiere im jugendlichen Stadium randomisiert und den einzelnen Behandlungs-Grup-
pen zugeordnet.
Eine simulierte Exposition ist nur dann erforderlich, wenn es die verwendete apparative Expositionsbe-
dingung notwendig macht. Falls erforderlich, kann der Priifsubstanz ein geeignetes Vehikel zugefiigt
werden, um die erforderliche Konzentration der Priifsubstanz in der Atmosphire herzustellen. In diesem
Fall muf jedoch eine Kontrollgruppe, die nur das Vehikel erhilt, eingesetzt werden. Wird zur
Vereinfachung der Dosierung ein Vehikel oder ein sonstiger Zusatz eingefiigt, miissen deren relevante
toxikologische Eigenschaften bekannt sein. Es konnen ggf. historische Daten herangezogen werden.

1.6.2. Priifbedingungen

1.6.2.1. Versuchstiere

Soweit keine besonderen Griinde vorliegen, ist die Ratte zu bevorzugen. Es sind bekannte Versuchstier-
stimme zu verwenden. Fiir jedes Geschlecht sollte die Schwankung des Korpergewichts der Tiere des
jeweiligen Versuchs nicht mehr als + 20 % vom Mittelwert betragen.
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1.6.2.2. Anzahl und Geschlecht

Mindestens 10 Nagetiere (5 weibliche und 5 minnliche) sind. fiir jede Konzentration zu verwenden. Die
weiblichen Tiere diirfen weder geworfen -haben noch trichtig sein.

1.6.2.3. Expositionskonzentrationen

Die Expositionsgruppen (mindestens 3) miissen ausreichen, um nach entsprechenden Abstufungen
Versuchsgruppen mit toxischen Wirkungen und Mortalititsraten zu erhalten. Die erhaltenen Daten
sollen eine Dosis-Wirkungs-Beziehung aufzeigen und — soweit méglich — eine Bestimmung der LCy,
erlauben.

1.6.2.4. Limit-Test

Wenn eine Exposition an 5 minnlichen und 5 weiblichen Tieren nach 20 mg/1 eines Gases oder von
5 mg/l bei Aerosolen oder Stiuben iber vier Stunden oder — in den Fillen, in denen es wegen der
physikalischen oder chemischen Eigenschaften einschlieflich der Explosionsgefahr der Priifsubstanz
nicht méglich ist — die maximale erreichbare Konzentration bei Anwendung innerhalb von 14 Tagen
keine substanzbedingte Mortalitit herbeifiihrt, werden weitere Versuche nicht als notwendig erachtet.

1.6.2.5. Expositionszeit

Die Mindestexpositionszeit sollte vier Stunden betragen.

1.6.2.6. Ausristung

Fiir die Tierversuche soll eine Inhalationsanlage benutzt werden, die einen dynamischen Luftstrom mit
einem Luftwechsel von mindestens 12 mal pro Stunde sowie einen adaquaten Sauerstoffgehalt und eine
gleichmifig verteilte Expositionsatmosphire gewihrleistet. Wird eine Kammer verwendet, so ist sie so
zu gestalten, daff die Versuchstiere moglichst wenig zusammengedringt werden und die Exposition
durch Inhalation der Priifsubstanz maximiert wird. Um die Stabilitit der Atmosphire in der Inhalations-
kammer sicherzustellen, sollte grundsitzlich das ,Gesamtvolumen® der Versuchstiere 5 % des Kammer-
volumens nicht iiberschreiten. Fiir Expositionen des Mund-Nasen-Bereichs, des Kopfes oder des
Ganzkorpers sind Inhalationskammern zu verwenden. Die beiden ersten Expositionsarten sollen dazu
beitragen, die Aufnahme der Priifsubstanz auf anderen Wegen soweit wie méglich einzuschrinken.

1.6.2.7. Beobachtungszeitraum

Der Beobachtungszeitraum sollte mindestens 14 Tage betragen. Die Dauer der Beobachtung soll nicht
starr festgelegt werden. Sie soll jedoch von der Art des Vergiftungsbildes, dem zeitlichen Auftreten der
Symptome und der Dauer der Erholungsphase abhingig gemacht werden. Die Beobachtungszeit ist zu
verlingern, falls es sich als notwendig erweist. Der Zeitpunkt, bei dem Vergiftungserscheinungen
auftreten und wieder abklingen sowie der Zeitpunkt des Todes sind von Bedeutung, vor allem dann,
wenn Anzeichen fiir eine verzégerte Mortalitiat erkennbar sind.

1.6.3. Versuchsdurchfiihrung

Die Tiere werden unmittelbar vor der Exposition gewogen und nach Einstellung des Gleichgewichts der
Kammerkonzentration der Priifsubstanz in den dazu bestimmten Apparaten iiber einen Zeitraum von
mindestens vier Stunden ausgesetzt. Die Einstellung des Gleichgewichts sollte nur wenig Zeit in
Anspruch nehmen. Die Temperatur soll wahrend des Versuchs 22° C + 3° C betragen. Die relative
Luftfeuchtigkeit soll zwischen 30 % und 70 % liegen, ausgenommen in den Fillen, wo dies nicht
durchfiihrbar ist (z. B. Versuche mit Aerosolen). Wihrend der Exposition werden weder Futter noch
Wasser verabreicht.

Es soll ein dynamisches Inhalationssystem mit einem geeigneten analytischen Verfahren zur Bestimmung
der Konzentration benutzt werden. Um brauchbare Expositionskonzentrationen zu erhalten, wird ein
Vorversuch empfohlen.

Das System soll gewihrleisten, dafl konstante Expositionsbedingungen so schnell wie moglich erreicht
werden. Die Luftdurchfluffirate ist so einzustellen, daff die Bedingungen in der gesamten Expositions-
kammer einheitlich sind.
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Die folgenden Messungen oder Uberwachungen sollten durchgefiihrt werden:

a) Messungen der Luftdurchfluflrate (kontinuierlich).

b) Die tatsichliche Konzentration der Priifsubstanz wird im Atembereich -gemessen. Wihrend der
Expositionsdauer darf die Konzentration:um nicht mehr als + 15 % vom Mittelwert variieren. Falls
dies nicht erreichbar ist, wird. bei Stiuben und einigen Aerosolen ein -gréferer Streubereich
akzeptiert. Fir Teilchen und Aerosole ist die Analyse so oft wie méglich durchzufiihren, mindestens
einmal, um die Teilchengroffenverteilung festzulegen. ,

¢) Temperatur und Luftfeuchtigkeit.

d)- Wihrend und nach der Exposition werden die Tiere beobachtet und die Befunde aufgezeichnet und
im Bericht fiir jedes Tier festgehalten. Die Beobachtungen sind wihrend des ersten Tages hiufig
durchzufithren. Mindestens einmal jeden Werktag sollte eine sorgfiltige klinische Untersuchung
erfolgen. Andere tagliche Beobachtungen und entsprechende Vorkehrungen sollen dem Ziel dienen,
den Verlust an Tieren fiir die Studie weitestgehend einzuschrinken, z. B. durch Autopsie oder
Kiihlung tot aufgefundener Tiere bzw. durch Isolierung oder Tétung schwacher oder sterbender
Tiere. Diese Beobachtungen beinhalten Verinderungen von Haut, Fell, Augen, Schleimhiuten,
Atmung und Kreislauf, autonomem und zentralem Nervensystem sowie Somatomotorik und
Verhaltensmuster.

Besonderes Augenmerk sind auf Atemtitigkeit, Tremor, Konvulsionen, Salivation, Diarrhoe,
Lethargie, Schlaf und Koma zu richten. Der Zeitpunkt des Todes ist so genau wie moglich
festzuhalten. Das Gewicht der Einzeltiere soll nach der Exposition wéchentlich und zum Zeitpunkt
des Todes festgestellt werden. Die wihrend des Versuches gestorbenen und die bis zum Abschluf$
des Versuchs {iberlebenden Tiere werden seziert unter besonderer Beriicksichtigung aller Verinde-
rungen im oberen und unteren Atmungstrakt. Alle pathologischen Verinderungen sind zu protokol-
lieren. Falls erforderlich, sollten Gewebe fiir eine histopathologische Untersuchung entnommen
werden.

2. DATEN

Die Daten sind in tabellarischer Form zusammenzufassen. Daraus muf fiir jede Versuchégruppe die

Zaht der Tiere zu Beginn des Versuchs, der Zeitpunkt des Todes der einzelnen Tiere, die Zahl der Tiere

mit weiteren Anzeichen der Giftwirkung, die Beschreibung der toxischen Auswirkungen und die

Sektionsbefunde hervorgehen. Gewichtsverinderungen sind zu ermitteln und aufzuzeichnen, sofern die

Tiere linger als einen Tag tberleben. Die LCgy ist mit einer anerkannten Methode zu berechnen. Die .

Auswertung sollte auch — soweit méglich — die Beziehung zwischen der Verabreichungsdosis sowie

Auftreten und Grad aller Abnormititen einschlieflich Verhaltensinderungen, klinischer Symptome,

schwerer Schidigungen, Korpergewichtsverinderungen, Mortalitit und sonstiger toxikologischer Aus-

wirkungen umfassen.
3. ABSCHLUSSBERICHT
3.1. Priifbericht '

Der Priifbericht enthilt Informationen iiber:
— Tierarten; Stamm; Herkunft; Haltungsbedingungen; Futter usw;

— Versuchsbedingungen:

Beschreibung des Expositionsapparates einschlieflich Gestaltung, Typ, Abmessungen, Luftquelle,
System zur Partikel- und Aerosolerzeugung, Klimatisierungssystem und Art der Unterbringung der
Tiere in der Versuchskammer. Die Gerite zur Messung von Temperatur, Luftfeuchtigkeit und
Teilchenkonzentration und -gréffe des Aerosols sind zu beschreiben.

Expositionsdaten

Diese Daten sind in tabellarischer Form zusammenzustellen und unter Angabe von Mittelwerten und
Beriicksichtigung der Schwankungen (z. B. Standardabweichung) darzustellen. Sie miissen folgende
Angaben enthalten:

a) Luftdurchfluffrate in der Inhalationsanlage;

b) Temperatur und Luftfeuchtigkeit;
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¢) nominale Konzentration (Gesamtmenge der Priifsubstanz, die in die Inhalationsanlage eingege-
ben wurde, dividiert durch das Luftvolumen);

d) ggf. Art des Vehikels;

e) tatsachliche Konzentrationen im Atembereich;
f) mittlere Teilchengréfen;

g) Zeit fiir Gleichgewichtseinstellung;

h) Expositionsdauer;

— Auflistung der Werte nach Geschlecht und Konzentration (Zahl der gestorbenen Tiere, Zahl der
Tiere mit Anzeichen von Toxizitit, Zahl der exponierten Tiere);

— Zeitpunkt des Todes wihrend oder nach der Exposition;
— Verlaufsbeobachtungen;

— LCgo-Wert fiir jedes Geschlecht, Bestimmung nach Ende der Beobachtungszeit (unter Angabe der
Berechnungsmethode);

— 95 %-Konfidenzbereich fiir die LCjp;

— Konzentration/Mortalititskurve und Slope-Faktor (falls durch die Bestimmungsmethode méglich);
— Sektionsbefunde;

— ggf. histopathologische Befunde;

— Diskussion der Ergebnisse;

— Interpretation der Ergebnisse.

3.2. Interpretation

Siehe allgemeine Einleitung — Teil B (Punkt C).

4. LITERATUR

Siehe allgemeine Einleitung — Teil B (Punkt D).
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B. 3. AKUTE TOXIZITAT — DERMAL

1. METHODE

1.1. Einleitung
Siehe allgemeine Einleitung — Teil B (Punkt A).

1.2, Definition
Siehe allgemeine Einleitung — Teil B (Punkt B).

1.3. Bezugssubstanzen
Keine.

1.4. Prinzip der Methode
Die Priifsubstanz wird in abgestuften Dosierungen mehreren Versuchstiergruppen auf die Haut aufgetra-
gen, und zwar eine Dosierung je Gruppe. Anschlieffend werden die beobachteten Vergiftungserscheinun-
gen und Todesfille registriert. Tiere, die wihrend des Versuches sterben, sowie die bei Versuchsende
iiberlebenden Tiere werden seziert.

1.5. Qualitatskriterien
Keine.

1.6. Beschreibung der Methode

1.6.1. Vorbereitung

; Vor der Untersuchung werden die Tiere fiir einen Zeitraum von mindestens fiinf Tagen in geeigneten

Kifigen unter experimentellen Haltungs- und Fiitterungsbedingungen eingewohnt. Vor Versuchsbeginn
werden gesunde geschlechtsreife Tiere im jugendlichen Stadium randomisiert und den einzelnen
Behandlungsgruppen zugeordnet. Ca. 24 Stunden vor Versuchsbeginn wird das Fell der Versuchstiere
auf dem Riicken durch Scheren oder Rasieren entfernt. Beim Scheren oder Abrasieren des Fells ist darauf
zu achten, daf die Haut nicht verletzt wird, da dies zu einer Verinderung der Durchlissigkeit fithren
konnte. Mindestens 10 % der Korperoberfliche wird fiir die Applikation der Priifsubstanz vorbereitet.
Werden feste Stoffe verwendet, die gegebenenfalls pulverisiert werden konnen, sollte die Priifsubstanz
ausreichend mit Wasser oder ggf. in anderer geeigneter Form angefeuchtet werden, um einen guten
Kontakt mit der Haut sicherzustellen. Bei Verwendung einer Tragerflussigkeit ist deren Einflufl auf das
Eindringen der Priifsubstanz in die Haut zu beriicksichtigen. Fliissige Priifsubstanzen werden im
allgemeinen unverdiinnt angewendet.

1.6.2. Versuchsbedingungen

1.6.2.1. Versuchstiere

Es konnen erwachsene Ratten oder Kaninchen verwendet werden. Auch andere Tierarten kénnen
benutzt werden, jedoch muf ihre Verwendung begriindet werden. Es sollen bekannte Versuchstierstim-
me verwendet werden. Fiir jedes Geschlecht sollte die Schwankung des Kérpergewichts der Tiere des
jeweiligen Versuches nicht mehr als + 20 % vom Mittelwert betragen.
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1.6.2.2. Anzahl und Geschlecht

Mindestens 10 Tiere (5 weibliche und 5§ minnliche) mit gesunder unbeschidigter Haut sollen fiir jede
Dosierung verwendet werden. Die weiblichen Tiere diirfen weder geworfen haben noch trichtig sein.
Die Verwendung einer kleineren Zahl an Tieren kann in einigen Fillen gerechtfertigt sein, vor allem bei
Kaninchen.

1.6.2.3. Dosierungen

Die Dosisgruppen (mindestens 3) miissen ausreichen, um nach entsprechenden Abstufungen Versuchs-
gruppen mit toxischen Wirkungen und Mortalitatsraten zu erhalten. Bei der Festlegung der Dosierungen
sollte eine mogliche reizende oder dtzende Wirkung beriicksichtigt werden. Die erhaltenen Daten sollen
eine Dosis-Wirkungs-Beziehung aufzeigen und — soweit moglich — eine Bestimmung der LDj,
erlauben.

1.6.2.4. Limit-Test

Wenn in Vorversuchen eine aufgetragene Dosis von mindestens 2 000 mg/kg auf die unbeschidigte
Haut bei mindestens 5 Tieren pro Geschlecht innerhalb von 14 Tagen keine substanzbedingte Mortalitit
herbeifiihrt, werden weitere Versuche mit anderen Dosierungen nicht als notwendig erachtet.

1.6.2.5. Beobachtungszeitraum

Der Beobachtungszeitraum sollte mindestens 14 Tage betragen. Die Dauer der Beobachtung soll jedoch
nicht starr festgelegt werden. Sie soll von der Art des Vergiftungsbildes, dem zeitlichen Auftreten der
Symptome und der Dauer der Erholungsphase abhingig gemacht werden. Die Beobachtungszeit ist zu
verliangern, falls es sich als notwendig erweist. Der Zeitpunkt, zu dem Vergiftungserscheinungen
auftreten und wieder abklingen sowie die entsprechende Zeitdauer und der Zeitpunkt des Todes sind
von Bedeutung, vor allem dann, wenn Anzeichen fiir eine verzogerte Mortalitit erkennbar sind.

1.6.3. Versuchsdurchfiihrung

Die Tiere sollen einzeln in Kifigen gehalten werden. Die Priifsubstanz ist einheitlich auf einen Bereich
aufzutragen, der etwa 10 % der Kérperoberfliche entspricht. Bei hochtoxischen Substanzen kann die
behandelte Oberfliche kleiner sein; es sollte jedoch ein méglichst grofler Bereich mit einer moglichst
diinnen und einheitlichen Schicht behandelt werden.

Die Priifsubstanz mufl wihrend einer Expositionszeit von 24 Stunden mittels eines porésen Mullverban-
des und eines nicht reizenden Pflasters Kontakt mit der Haut haben. Die Versuchsfliche ist auflerdem
auf geeignete Art abzudecken, um den Mullverband und die Priifsubstanz zu fixieren und sicherzustel-
len, dafl die Tiere die Priifsubstanz nicht oral aufnehmen kénnen. Es konnen auch Mittel zur
Einschriankung der Bewegungsfreiheit angewendet werden, damit die Tiere die Priifsubstanz nicht oral
aufnehmen konnen; eine vollstindige Immobilisation ist jedoch nicht zu empfehlen.

Nach Ablauf der Expositionszeit werden die Reste der Priifsubstanz entfernt, soweit moglich unter
Verwendung von Wasser oder mit einem anderen geeigneten Hautreinigungsverfahren.

Beobachtungen sind systematisch aufzuzeichnen. Fiir jedes Tier sind individuelle Aufzeichnungen
anzufertigen. Am ersten Tag sind die Tiere hiufig zu beobachten. Mindestens einmal jeden Werktag
sollte eine sorgfiltige klinische Untersuchung erfolgen. Andere tigliche Beobachtungen und entsprechen-
de Vorkehrungen sollen dem Ziel dienen, den Verlust an Tieren fiir die Studie weitestgehend
einzuschrinken, z. B. durch Autopsie oder Kiihlung tot aufgefundener Tiere oder durch Isolierung oder
Totung schwacher oder sterbender Tiere. Die Beobachtungen beinhalten Verinderungen von Fell,
behandelter Haut, Augen, Schleimhiuten, Atmung, Kreislauf, autonomem und zentralem Nervensystem
sowie Somatomotorik und Verhaltensmuster. Besonderes Augenmerk sind auf Tremor, Konvulsionen,
Salivation, Diarrhoe, Lethargie, Schlaf und Koma zu richten. Der Zeitpunkt des Todes ist so genau wie
moglich festzuhalten. Die wihrend des Versuchs gestorbenen und die bis zum Abschluf} des Versuchs
iiberlebenden Tiere werden seziert. Alle pathologischen Verinderungen sind zu protokollieren. Falls
erforderlich, sollten Gewebe fiir eine histopathologische Untersuchung entnommen werden.
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DATEN

Die Daten sind in tabellarischer Form zusammenzufassen. Daraus muf fiir jede Versuchsgruppe die
Zahl der Tiere zu Beginn des Versuchs, der Zeitpunkt des Todes der einzelnen Tiere, die Zahl der Tiere
mit weiteren Anzeichen der Giftwirkung, die Beschreibung der toxischen Auswirkungen und die
Sektionsbefunde hervorgehen. Die Bestimmung des Gewichtes der einzelnen Tiere erfolgt unmittelbar
vor_ Verabreichung der Priifsubstanz, danach in wochentlichen Abstinden und zum Zeitpunkt des

. Todes. Gewichtsverinderungen sind zu bestimmen und aufzuzeichnen, sofern die Uberlebensfrist linger

als einen Tag dauert. Die LDjj ist mit einer anerkannten Methode zu berechnen.

Die Auswertung sollte auch — soweit moglich — die Beziehung zwischen der Verabreichungsdosis
sowie Auftreten und Grad aller Abnormititen einschlielich Verhaltensinderungen, Mortalitit und
sonstiger toxikologischer Auswirkungen umfassen. :

ABSCHLUSSBERICHT

Priifbericht

Der Priifbericht enthilt Informationen tber:

— Tierarten, Stamm, Herkunft, Haltungsbedingungen, Futter, usw.;

— Versuchsbedingungen (einschliefSlich der Hautreinigungsverfahren);
— Dosierungsgruppen (ggf. Losungsvermittler und Konzentrationen);

— Auflistung der Daten nach Geschlecht und Dosierung (Zahl der gestorbenen Tiere, Zahl der Tiere
mit Vergiftungsanzeichen, Zahl der exponierten Tiere);

— Zeitpunkt des Todes nach Auftragen der Priifsubstanz;
— Verlaufsbeobachtungen;

— Bestimmung des LDs,-Wertes fiir jedes Geschlecht nach 14 Tagen unter Angabe der Berechnungs-
methode;

— 95 %-Konfidenzbereich fir die LD, (soweit dies méglich ist);

— Dosis/Mortalititskurve und Slope-Faktor (falls durch die Bestimmungsmethode méglich);
— Sektionsbefunde;

— ggf. histopathologische Befunde;

— Diskussion der Ergebnisse;

— Interpretation der Ergebnisse.

Interpretation

Siehe allgemeine Einleitung — Teil B (Punkt C).

LITERATUR

Siehe allgemeine Einleitung — Teil B (Punkt D).
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1.1.

1.2,

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.2.1.

B. 4. AKUTE TOXIZITAT — HAUTREIZUNG

METHODE

Einleitung

Siehe allgemeine Einleitung — Teil B (Punkt A).

Definition

Siehe allgemeine Einleitung — Teil B (Punkt B). - '

Bezugssubstanzen

Keine.

Prinzip der Methode

Die Priifsubstanz wird in einer einmaligen Dosierung auf die Haut mehrerer Versuchstiere aufgetragen,
wobei jedes Tier als seine eigene Kontrolle dient. Der Grad der Reizung wird nach einer festgesetzten Zeit
bestimmt und bewertet und anschliefend beschrieben, um eine umfassende Beurteilung der Wirkung
vornehmen zu kénnen. Die Beobachtungsdauer sollte so bemessen sein, daff das Abklingen der Reizung
miterfaflt wird.

Qualititskriterien

Keine.

Beschreibung der Methode

Vorbereitung

Etwa 24 Stunden vor dem Versuch wird das Fell auf dem Riicken der Versuchstiere geschoren oder
rasiert. Dabei ist darauf zu achten, daff die Haut nicht verletzt wird. Es sind nur Tiere mit einer
gesunden, unverletzten Haut zu verwenden.

Wird der Versuch mit festen Stoffen durchgefiihrt (die erforderlichenfalls pulverisiert werden), dann
sollte die Priifsubstanz ausreichend mit Wasser bzw. mit einem geeigneten Vehikel angefeuchtet werden,
um einen guten Kontakt mit der Haut sicherzustellen. Bei der Verwendung eines Vehikels ist dessen
Einfluff auf der Haut zu beriicksichtigen. Fliissige Priifsubstanzen werden im allgemeinen unverdiinnt
angewendet.

Stark saure oder alkalische Priifsubstanzen brauchen aufgrund ihrer vorhersehbaren édtzenden Eigen-

schaft nicht auf primire Hautreizungen getestet zu werden. Die Priifung von Stoffen, die sich bei
dermaler Verabreichung als sehr giftig herausgestelit haben, ist nicht erforderlich.

Versuchsbedingungen

Versuchstiere

Es konnen verschiedene Siugetierarten verwendet werden; jedoch ist das Albino-Kaninchen die
bevorzugte Tierart.
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1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.3.

1.6.3.1.

Anzahl der Tiere

Mindestens drei gesunde erwachsene Tiere sind erforderlich. Weitere Tiere konnen. zur.Klirung
zweifelhafter Befunde notwendig sein.

Dosierungen

Sofern keine besonderen Griinde vorliegen, wird eine Dosis von 0,5 ml Fliissigkeit bzw. 0,5 g eines
festen oder halbfesten Stoffes auf die vorbereitete Hautfliche aufgetragen. Unbehandelte Kontrolltiere
sind nicht-erforderlich, da angrenzende Stellen unbehandelter Haut bei den einzelnen Tieren als
Kontrolle fiir den Versuch dienen.

Beobachtungszeitraum

Die Dauer des Beobachtungszeitraums sollte nicht starr festgelegt werden. Sie muf8 ausreichend lang
bemessen sein, um die Reversibilitit bzw. Irreversibilitit der beobachteten Wirkungen bewerten zu
kénnen. Normalerweise brauchen dafiir 14 Tage nach der Applikation nicht iiberschritten zu werden.

Versuchsdurchfiihrung

Die Tiere sollen einzeln in Kifigen gehalten werden. Die Priifsubstanz wird auf eine kleine Hautfliche
(etwa 6 cm?) aufgetragen und mit einem Mullippchen, das durch ein nicht-reizendes Pflaster gehalten
wird, abgedeckt. Bei Fliissigkeiten bzw. Pasten kann es erforderlich sein, den Versuchsstoff erst auf das
Mulldppchen zu geben und danach auf der Haut zu fixieren. Fir die Dauer der Exposition sollte das
Lippchen mit einem geeigneten Semi-Okklusivverband auf der Haut gehalten werden. Méglicherweise
ist jedoch in einigen Fillen ein Okklusivverband besser geeignet. Es ist zu vermeiden, dafl das Tier an
den Mullverband gelangt und die Priifsubstanz orat aufnehmen bzw. inhalieren kann.

Die Expositionsdauer betrigt 4 Stunden. Wenn anzunehmen ist, daff die Priifsubstanz eine schwerwie-
gende Hautverinderung verursachen kann d. h. itzend wirkt, so sollte die Expositionszeit verkiirzt
werden (z. B. auf 1 Stunde oder 3 Minuten). Wenn eine Expositionsdauer von weniger als 4 Stunden
angewendet wird und dabei eine ausgeprigte Hautreaktion beobachtet wird, ist es nicht erforderlich,
den Versuch mit einer 4-stiindigen Expositionsdauer zu wiederholen. Lingere Expositionszeiten sind
unter bestimmten Voraussetzungen angezeigt, so z. B. durch die Art des zu erwartenden Kontaktes beim
Menschen. Nach Ablauf der Expositionszeit wird die restliche Priifsubstanz entfernt, falls moglich, mit
Wasser oder einem geeigneten Reinigungsmittel, ohne daff dabei jedoch die Epidermis gereizt oder
geschidigt wird.

Beobachtung und Bewertung

Die Tiere sind auf Anzeichen von Erythem und Hautédem zu beobachten, wobei die Reaktion 30—60
Minuten sowie 24, 48 und 72 Stunden nach Entfernen der Priifsubstanz festgestellt wird. Die
Hautreaktion wird entsprechend der Skala in der Anlage bestimmt und aufgezeichnet. Zur Feststellung
der Reversibilitit sind méglicherweise weitere Beaobachtungen erforderlich. Neben der Beobachtung
von Hautreizungen sind alle schwerwiegenden Verinderungen, wie z. B. Veritzungen (irreversible
Zerstorung der Haut) und anderen toxischen Wirkungen ausfiihrlich zu beschreiben.

DATEN

Die Daten sind in tabellarischer Form zusammenzufassen. Daraus mufS fiir jedes einzelne Versuchstier
der Grad der Reizung durch Beurteilung des Hauterythems und des Hautédems zu den festgelegten
Beobachtungszeitpunkten hervorgehen. Schwere Schiadigungen, eine Bewertung des Grades und der Art
der Hautreizung, der Atzung oder Reversibilitit bzw. Irreversibilitit und jede sonstige toxische Wirkung
sind ebenfalls zu vermerken.
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3. ABSCHLUSSBERICHT

3.1, Priifbericht

Der Priifbericht enthilt Informationen tiber:
— Tierart, Stamm, Herkunft, Haltungsbedingungen, Futter usw.;

— Versuchsbedingungen (einschliefSlich der relevanten physikalisch-chemischen Eigenschaften der
Priifsubstanz und der Hautreinigungsverfahren);

— Auflistung der Art der Reizung fiir jedes einzelne Tier zu jedem Beobachtungszeitpunkt (1, 24, 48
und 72 Stunden usw. nach Entfernen des Mullverbandes);

— Beschreibung festgestellter ernsthafter Verletzungen, einschlieflich Arzung;

— ausfiihrliche Beschreibung der Stirke und Art der festgestellten Reizung und ggf. der histopatholo-
gischen Befunde;

— Beschreibung weiterer toxischer Wirkungen iiber die festgestellten Hautreizungen hinaus;
— Diskussion der Ergebnisse;

— Bewertung der Ergebnisse.

3.2. Interpretation

Siehe allgemeine Einleitung — Teil B (Punkt C).

4. LITERATUR

Siehe allgemeine Einleitung — Teil B (Punkt D).

Anlage
HAUTREAKTIONSSKALA .

Bildung von Erythem und Schorf

Wert
Kein Erythem 0
Sehr leichtes Erythem (kaum wahrnehmbar) 1
Klar umschriebenes Erythem 2
Mittleres bis schweres Erythem 3
Schweres Erythem (starke Rotung) bis leichte Schorfbildung (tiefgehende Verletzungen) 4

Odem-Bildung

Kein Odem 0
Sehr leichtes Odem (kaum wahrnehmbar) 1
Leichtes Odem (Rander der Stelle sind durch eine deutliche Schwellung klar umschrieben) 2
Mittleres Odem (Schwellung etwa 1 mm) 3
Starkes Odem (Schwellung mehr als 1 mm und iiber den Expositionsbereich hinaus) 4
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1.1.

1.2,

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.2.1.

B. 5. AKUTE TOXIZITAT — AUGENREIZUNG

METHODE

Einleitung

Siehe allgemeine Einleitung — Teil B (Punkt A).

Definition

Siehe allgemeine Einleitung — Teil B (Punkt B).

Bezugssubstanzen

Keine.

Prinzip der Methode

Die Priifsubstanz wird in einer einmaligen Dosierung bei jedem Versuchstier in eines der Augen
eingebracht; das unbehandelte Auge dient als Kontrolle. Der Grad der Reizung wird nach einer
festgesetzten Zeit bestimmt, bewertet und anschlielend beschrieben, um eine umfassende Beurteilung

der Wirkung vornehmen zu koénnen. Die Beobachtungsdauer sollte so bemessen sein, daff sich die
Reversibilitat oder die Irreversibilitat der eingetretenen Wirkung eindeutig bewerten 1dft.

Qualitatskriterien

Keine.

Beschreibung der Methode

Vorbereitung

24 Stunden vor dem Versuch werden bei jedem der ausgewihlten Versuchstiere beide Augen untersucht.
Tiere, bei denen bereits eine Augenreizung, ein Augendefekt oder eine Schidigung der Cornea vorliegt,
werden vom Versuch ausgeschlossen.

Stark saure oder alkalische Priifsubstanzen sowie Substanzen, deren itzende Wirkung bereits bei

Versuchen mit dermaler Applikation oder in sonstigen Priifungen nachgewiesen wurde, brauchen nicht
auf Augenreizung gepriift zu werden.

Versuchsbedingungen

Versuchstiere

Es konnen verschiedene Versuchstierarten verwendet werden; jedoch ist das gesunde erwachsene
Albino-Kaninchen die bevorzugte Tierart. .
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1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.3.

1.6.3.1.

Anzahl der Tiere

- Es sind mindestens drei Tiere zu verwenden. Weitere Tiere koénnen zur Klirung zweifelhafter- Befunde

notwendig sein.

Dosierungen

Bei der Priifung von Fliissigkeiten wird eine Dosis von 0,1 ml verwendet. Bei festen Stoffen, Pasten und
partikelformigen Substanzen sollten ca. 0,1 ml bzw. 0,1 g der zur priifenden Substanz eingesetzt werden
(das tatsichliche Gewicht mufl jeweils angegeben werden). Handelt es sich uni einen festen oder
grobkérnigen Stoff, so ist er zu feinem Staub zu zermahlen. Das Volumen einer homogenen Substanz ist
erst nach vorsichtiger Kompaktierung, z. B. durch Klopfen des Mef3behilters zu bestimmen.

Beobachtungszeitraum

Die Dauer des Beobachtungszeitraums sollte nicht starr festgelegt werden. Sie mufl ausreichend lang
bemessen sein, um die Reversibilitit oder Irreversibilitit der beobachteten Wirkungen bewerten zu
konnen. Normalerweise brauchen dafiir 21 Tage nach Applikation der Priifsubstanz nicht iiberschritten
zu werden.

Versuchsdurchfiihrung

Die Tiere sollen einzeln in Kifigen gehalten -werden. Die Priifsubstanz wird bei jedem Tier in den
Bindehautsack eines Auges appliziert, indem man das untere Lid leicht vom Augapfel abhebt. Die Lider
werden dann etwa eine Sekunde lang leicht zusammengedriickt, damit keine Substanz verloren geht. Das
andere, unbehandelte Auge dient als Kontrolle.

Die Augen der Versuchstiere sollen nicht frither als 24 Stunden nach Applikation der Priifsubstanz
ausgewaschen werden. Nach 24 Stunden kann ggf. eine Augenspiilung erfolgen.

Substanzen, die bei diesem Testverfahren eine Reizung verursachen, kénnen zusitzlich daraufhin
gepriift werden, ob sich durch Auswaschen des Auges die reizende oder schidigende Wirkung
vermindern 1afit. In diesen Fillen wird empfohlen, 6 Versuchstiere zu verwenden. 4 Sekunden nach
Applikation der Priifsubstanz werden die Augen von drei Tieren ausgewaschen, und 30 Sekunden nach
Applikation der Substanz die Augen der tibrigen drei. Bei beiden Gruppen werden die Augen 5§ Minuten .
lang mit Wasser ausgewaschen, wobei Menge und Flielgeschwindigkeit so zu wihlen sind, daf keine
Schiden entstehen.

Beobachtung und Bewertung

Die Augen sind nach 1, 24, 48 und 72 Stunden zu untersuchen. Treten nach 72 Stunden keine
Anzeichen einer Reizung auf, kann der Versuch abgeschlossen werden.

Ist die Cornea in Mitleidenschaft gezogen bzw. treten weitere Reizungen an den Augen auf, so kann eine .
langerdauernde Beobachtung erforderlich sein, um die Entwicklung der Verinderungen und ihrer
Reversibilitit bzw. Irreversibilitit zu bestimmen. Neben den Beobachtungen an Cornea, Iris und
Bindehaut sind auch andere festgestellte Veranderungen aufzuzeichnen und im Bericht aufzufiihren. Die
Stirke der Augenreaktion wird bei jeder Untersuchung entsprechend der Skala in der Anlage bestimmt
und aufgezeichnet.

Die Einstufung von Augenreaktionen 138t vielfiltige Interpretationsméglichkeiten zu. Um eine Bewer-
tung der in Testlabors oder an sonstigen Stellen durchgefithrten Beobachtungen zu erleichtern, kénnen
Vergleiche mit einer illustrierten Referenztafel fiir Augenreizungen vorgenommen werden.

Die Untersuchung der Reaktionen kann durch die Verwendung einer Binokularlupe, einer Spaltlampe,
eines Augenmikroskops bzw. anderer geeigneter Einrichtungen erleichtert werden. Nach Aufzeichnung
der Beobachtungen nach 24 Stunden konnen die Augen einiger bzw. aller Tiere auflerdem mit
Fluoreszein untersucht werden.



19. 9. 84

Amtsblatt der Europdischen Gemeinschaften Nr. L 251/111

3.1.

3.2,

DATEN

Die Daten sind in tabellarischer Form zusammenzufassen. Daraus muf fiir jedes einzelne Versuchstier
eine Bewertung der Stirke und der Art der Reizung sowie schwerwiegende Verinderungen und sonstige
festgestellte Wirkungen- (nicht nur das Auge betreffend) zu -den. festgelegten Beobachtungszeitpunkten
hervorgehen. :

ABSCHLUSSBERICHT -

Priifbericht

Der Priifbericht enthilt Informationen iiber:
— Tierart, Stamm, Herkunft, Haltungsbedingungen, Futter usw.;

~— Versuchsbedingungen (einschliefflich der relevanten physikalisch-chemischen Eigenschaften der
Priifsubstanz);

— Auflistung der reizenden/idtzenden Wirkungen bei den einzelnen Tieren zu den Beobachtungszeit-
punkten nach 1, 24, 48 und 72 Stunden;

— Beschreibung festgestellter ernster Verinderungen;

— ausfiihrliche Beschreibung der Stirke und Art der festgestellten Reizung und Atzung, einschlieflich
der Reversibilitit; :

— Beschreibung des Verfahrens zur Bewertung der Reizung nach 1, 24, 48 und 72 Stunden (z. B.
Spaltlampe, Augenmikroskop, Fluoreszein us.);

— Beschreibung weiterer toxischer Wirkungen iiber die festgestellten Augenveranderungen hinaus;
— Diskussion der Ergebnisse;

— Bewertung der Ergebnisse.
Interpretation

Siehe allgemeine Einleitung — Teil B (Punkt C),

LITERATUR

Siehe allgemeine Einleitung — Teil B (Punkt D).



Nr. L 251/112 Amtsblatt der Europiischen Gemeinschaften

19. 9. 84

Anlage
EINTEILUNG DER AUGENVERANDERUNGEN

Cornea

Opazitdt: Triibungsgrad (fir die Auswertung wird die dichteste Stelle genommen)

Keine Ulzeration oder Opazitit

Verstreute oder diffuse Opazititsbereiche (ausgenommen leichte Trilbung des normalen Glan-
zes), Einzelheiten der Iris klar sichtbar

Leicht erkennbarer durchscheinender Bereich, Einzelheiten der Iris etwas verschattet
Perlmuttartige Bereiche, keine Einzelheiten der Iris sichtbar, Gréfle der Pupille kaum erkennbar
Opake Cornea, Iris aufgrund der Opazitit nicht erkennbar

Iris

Normal

Ausgesprochen vertiefte Falten, Kongestion, Schwellung, leichte circumcorneale Hyperamie oder
Injektion; eines dieser Symptome bzw. eine Kombination der verschiedenen Symptome; die Iris
reagiert noch auf Licht (trige Reaktion ist positiv)

Keine Reaktion auf Licht, Himorrhagie, starke Zerstdrung (ein bzw. alle Symptome)

Bindehiute

Rétung: Lider und/oder Nickhaut

Blutgefifle normal

Einige Blutgefafle zeigen eine deutliche Hyperamie (Injektion)
Diffuse, karmesinrote Farbe, einzelne Gefifle nur schwer erkennbar
Diffuses kriftiges Rot

Chemosis: Lider und/oder Nickhaut

keine Schwellung

Jede iiber dem Normalen liegende Schwellung (einschliefflich Nickhaut)
Eindeutige Schwellung mit partieller Auswirtskehrung der Lider
Schwellung mit etwa halbgeschlossenen Lidern

Schwellung mit mehr als halbgeschlossenen Lidern

H W N e

W N = O

B W N = O
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1.1,

1.2.

1.3.

1.4,

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

B. 6. AKUTE TOXIZITAT — SENSIBILISIERUNG DER HAUT

METHODE

Einleitung

Siehe allgemeine Einleitung — Teil B (Punkt A).

Definition

Siehe allgemeine Einleitung < Teil B (Punkt B).

Bezugssubstanzen. .

Keine.

Prinzip der Methode/Meerschweinchen Maximierungstest
Nach einer Anfangsexposition ‘mit einer Priifsubstanz (,Induktionsphase*) werden die Versuchstiere
zwei Wochen nach der letzten Behandlung einer Auslésebehandlung (,challenge“) ausgesetzt, um

festzustellen, ob eine Uberempfindlichkeit (Sensibilisierung) induziert wurde. Die- Feststellung der
Sensibilisierung erfolgt durch Untersuchung der Hautreaktion auf die Ausléseexposition (Challenge).

Qualititskriterien

Keine.
Beschreibung der Methode

Vorbereitung
Gesunde junge Tiere (jiinger als ein Jahr) werden randomisiert und den einzelnen Behandlungs- und

Kontrollgruppen zugeteilt. Vor Verabreichung der Priifsubstanz wird das Fell der Tiere im Schulterbe-
reich geschoren oder rasiert. Dabei ist darauf zu achten, daf die Haut nicht verletzt wird.

Versuchsbedingungen

Versuchstiere -

Es werden Albino-Meerschweinchen benutzt.

Anzahl und Geschlecht

Es koénnen minnliche und/oder weibliche Tiere benutzt-werden. Die weiblichen Tiere diirfen weder
geworfen haben noch trichtig sein.

Die Behandlungsgruppe besteht aus zwanzig Tieren, die Kontrollgruppe aus mindestens zehn Tieren.
Der Einsatz einer geringeren Zahl ist zu begriinden.
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1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.3.

1.6.3.1.

1.6.3.2.

Dosierungen

Die Konzentration der Priifsubstanz ist an die héchste Dosierung anzupassen, die in jeder Induktions-
phase gut vertriglich ist.

Die Ausloseexposition darf bei nicht sensibilisierten Tieren keine Hautreizung hervorrufen. Die
entsprechende Konzentration l4ft sich durch einen Vorversuch mit zwei bis drei Tieren bestimmen.

Beobachtungszeitraum

'~ Waihrend der Induktionsphase wird die Haut auf mégliche Reizwirkungen beobachtet. Nach der

Ausléseexposition werden die Hautreaktionen nach 48 und 72 Stunden bewertet.

Versuchsdurchfiibrung

Die Tiere werden sowohl vor Beginn der Induktionsphase als auch nach Abschluff des Versuchs

gewogen. Die Schulterregion wird geschoren. Die Durchfiithrung besteht aus zwei Phasen: ..

Induktion

Tag 0 — behandelte Gruppe

Die Tiere erhalten jeweils intrakutane Injektionen der genannten Substanzen in den Schulterbereich,
wobei jede der folgenden Injektionen sowohl in die rechte als auch in die linke Schulter verabreicht
wird: :

1. 0,1 ml komplettes Freund’sches Adjuvans (Freund Complete Adjdvant = FCA),
2. 0,1 ml Prifsubstanz, gegebenenfalls im Vehikel,
3. 0,1 ml Priifsubstanz in FCA.

Die erste und zweite Injektion werden dicht beieinander in die Nihe des Kopfes gesetzt, die dritte in den
hinteren Teil des Applikationsbereichs.

Tag 0 — Kontrollgruppe

Die Tiere erhalten an den gleichen Stellen wie oben beschrieben die folgenden intrakutanen Injek-
tionen

1. 0,1 ml FCA,
2. 0,1 ml nur das Vehikel,
3. 0,1 ml Vehikel in FCA.

Tag 7 — behandelte Gruppe

Der Applikationsbereich wird erneut geschoren. Die in einem geeigneten Vehikel geléste Priifsubstanz
(Flissigkeiten kénnen ggf. unmittelbar appliziert werden) wird auf ein Filterpapier aufgetragen und mit
Hilfe einer geeigneten Abdeckung fiir 48 Stunden auf den Applikationsbereich fixiert.

Tag 7 — Kontrollgruppe

Der Applikationsbereich wird erneut geschoren. Das Vehikel allein wird in entsprechender Weise
aufgebracht und mit einem geeigneten Verband fiir 48 Stunden fixiert.

Auslésung

Tag 21

Die Flanken der behandelten Versuchstiere sowie der Kontrolltiere werden geschoren. Auf die linke
Flanke der behandelten Tiere wird ein Lippchen bzw. feuchte Kammer mit der Priifsubstanz und auf die
rechte Flanke ein mit dem Vehikel getrinktes Lippchen (Kammer) aufgebracht.

Die Lippchen werden mit einem geeigneten Verband fiir- 24 Stunden in Kontakt mit der Haut
gehalten.
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1.6.3.3.

3.1.

3.2.

Die Kontrollgruppe wird in gleicher Weise behandelt.

Tage 23 und 24

21 Stunden nach Entfernung des Lippchens wird die behandelte Hautfliche gesiubert und ggf.
geschoren. 3 Stunden spiter (48 Stunden nach Beginn der Auslésung) wird die beobachtete Haytreak-

_tion bewertet.

24 Stunden nach dieser Beobachtung (72 Stunden nach Beginn) erfolgt eine zweite Bewertung.

Sollte zur Klirung der Ergebnisse eine zweite Auslésung notwendig sein, so kann diese erforderlichen-
falls mit einer neuen Vehikel-Kontrollgruppe eine Woche danach wiederholt werden.

Beobachtung und Bewertung

Alle Hautreaktionen und alle ungewéhnlichen Befunde sollten bewertet werden.
AN

DATEN

Die Daten sind in tabellarischer Form zusammenzufassen. Daraus muf§ fiir jedes Versuchstier die

-Hautreaktion zu den Beobachtungszeitpunkten hervorgehen.

ABSCHLUSSBERICHT

Priifbericht

Der Priifbericht enthilt Informationen . iiber:

— verwendeter Meerschweinchenstamm;

— Versuchsbedingungen;

— Anzahl,yAlter und Geschlecht der Tiere;

— Einzelgewicht der Tiere bei Beginn und bei Abschluff des Versuchs;

— alle an den Tieren beobachteten Reaktionen, einschlieSlich Beschreibung des Einstufungssystems
(sofern angewendet); \

— Diskussion der Ergebnisse;

— Bewertung der Ergebnisse.

Interpretation

Siehe allgemeine Einleitung — Teil B (Punkt C).

LITERATUR

Siehe allgemeine Einleitung — Teil B (Punkt D).

\

Bemerkungen

Bei dem Maximierungstest am Meerschweinchen (MMT) handelt es sich um ein weitverbreitetes
Adjuvans-Verfahren. Es gibt zahlreiche andere Verfahren (die in der Anlage aufgefiihrt sind), mit deren
Hilfe sich feststellen 1iflt, ob eine Substanz in der Lage ist, eine Sensibilisierungsreaktion der Haut zu
bewirken; der MMT gilt jedoch als die bevorzugte (Referenz-)Methode.



Nr. L 251/116

Amtsblatt der Europiischen Gemeinschaften 19. 9. 84

Die Empfindlichkeit und Fihigkeit dieses Tests, potentielle Sensibilatoren der menschlichen Haut zu
ermitteln, sind von besonderer Bedeutung fiir ein Klassifizierungssystem der Toxizitat im Bereich des
6ffentlichen Gesundheitswesens. Die Auswahl eines alternativen Testverfahrens muff sich nach den
Kriterien der Validitit richten. Zu diesen Kriterien zihlt eine zu erwartende Reaktion auf Standard-Al-
lergene wie z. B. 2,4-Dinitro-Chlorbenzol oder p-Phenylendiamin oder ein sonstiges wirksames Sensibi-
lisierungsmittel, das zur Kategorie der getesteten Substanzen zihlt.

Es gibt kein alleiniges Testverfahren, das geeignet ist, alle Substanzen mit einer potentiellen Sensibilisie-
rungswirkung auf die menschliche Haut hinreichend zu ermitteln und das zudem fiir alle Substanzen
relevant ist.

Bei der Auswahl der Tests sind Faktoren wie die physikalische Beschaffenheit einer Substanz,
einschliefflich ihrer Fihigkeit, die Haut zu durchdringen und der Art des Kontakts bei ggf. exponierten
Menschen zu beriicksichtigen.

Tests mit Meerschweinchen kénnen unterteilt werden in Adjuvans-Tests, bei denen ein allergischer
Zustand durch Aufldsung oder Suspension der Priifsubstanz im kompletten Adjuvans nach Freund
(FCA) potenziert wird, und in die Tests, die ohne Adjuvans arbeiten. Manche Fille rechtfertigen die
Wahl eines Tests mit duflerlicher Applikation anstelle der intrakutanen Injektion wie sie im Maximie-
rungstest am Meerschweinchen Anwendung findet. Zu den Entscheidungskriterien zihlen wiederum die
physikalischen Merkmale der Priifsubstanz und die Voraussetzungen einer méglichen menschlichen
Exposition.

Unabhingig von der Art des benutzten Tests muf§ die Empfindlichkeit des Meerschweinstammes, der
fir den Sensibilisierungstest der Haut eingesetzt wird, in regelmifligen Zeitabstinden (6 Monate)
iiberpriift werden. Dazu sind bekannte hochwirksame und mifig starke Sensibilisierungsmittel sowie

- eine ausreichende Zahl positiver Reaktionen hinzuzuziehen.
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Anlage
Kompletter M O
. Adjuvans-Test »Maurer ‘ener . , «
Test Draize na,ch Freund Optimisation* Buehler Epicutan-Test »Split-Adjuvans
FCA
Versuchstiere Meerschweinchen | Meerschweinchen | Meerschweinchen | Meerschweinchen | Meerschweinchen | Meerschweinchen
Verabreichungsweg intracutan (i.c.) | intracutan (i.c.) | intracutan (i.c.) epicutan (e.c.) . epicutan (e.c.) , i.c. und e.c.
Zahl der Tiere in der Ver- ‘
suchsgruppe 20 8—10 10—10 10—20 6—8 10—20
Zahl der Versuchsgruppen 1 1 1 1 1—6 1
Zabl der Tiere in der Kon-
troligruppe 20 8—10 10—10 10—20 6—8 10—-20
Induktion
Verabreichungsweg i.c. i.c. i.c. e.c. e.c. i.c. und e.c.
Zahl der Expositionen 10 5 9 3 20 bzw. 21 4
Expositionsdauer (Std.) — — 24 jeweils 6 kontinuierlich jeweils 48
Pflasterart — —_ - occlusiv offen geschlossen
Versuchsgruppen PS (*) PS (*) PS in FCA (**) PS PS PS
in FCA (**)
Kontrollgruppe - — nur Vehikel (v) —_ .
Applikationsbereich linke Flanke linke Flanke Riicken linke Flanke rechte Flanke Schulter
Frequenz (Tage) jd. 2 id. 2 id. 2 alle 7 taglich 0,2,4,7
" Dauer (Tage) 0—18 0—8 0—21 0—14 0—20 0—7
Konzentration 2—10faches immer gleich 0,1 ml immer gleich gleichbleibend immer gleich
(0,1 %ig) innerhalb einer
Gruppe, ver-
schieden fiir die
einzelnen Grup-
pen
Auslosung
Verabreichungsweg ic. e.c. ic. e.c. e.c. e.c.
Zah! der Expositionen 1 2 1 1 2 1
Tag(e) 35 22—35 14—28 28 21, 35 20
Expositionsdauer (Std.) — — 24 6 -— 24
Pflasterart — offen — occlusiv offen geschlossen
Versuchsgruppe(n) PS PS PS PS PS PS
Kontrollgruppe PS PS pPS PS PS PS
Applikationsbereich rechte Flanke linke Flanke Riicken, neue rechte Flanke linke Flanke Schulter
Stelle
Konzentration wie erste Exposi- | 4 verschiedene 0,1 ml (1 %ig) wie Induktion 4 verschiedene Hilfte der In-
. tion duktion
Beurteilung (Std. nach der 24, 48 24, 48,72 24 24, 48 24, 48 und/oder 24, 48

Priifsubstanz.

e sBa-}
w
nn

Freund’sches Adjuvans.
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B. 7. SUBAKUTE TOXIZITAT — ORAL

1. METHODE

1.1. Einleitung

Siehe allgemeine Einleitung — Teil B (Punkt A).

1.2. Definitionen

Siehe allgemeine Einleitung — Teil B (Punkt B).

1.3. Bezugssubstanzen
Keine.
1.4. Prinzip der Priifmethode

Die Priifsubstanz wird tiglich in abgestuften Dosen mehreren Versuchstiergruppen oral verabreicht, und
zwar eine Dosierung je Gruppe iiber einen Zeitraum von 28 Tagen. Wihrend des Versuchszeitraums
werden die Tiere taglich beobachtet, um Symptome toxischer Wirkungen festzustellen. Tiere, die
wihrend des Versuchs sterben, sowie bei Versuchsende iiberlebende Tiere werden seziert.

1.5. Qualititskriterien

Keine.
1.6. Beschreibung der Methode
1.6.1. Vorbereitung

Die Tiere werden vor Versuchsbeginn fiir einen Zeitraum von mindestens 5§ Tagen unter experimentel-
len Haltungs- und Fiitterungsbedingungen eingewéhnt. Vor Versuchsbeginn werden gesunde junge
Tiere randomisiert und den einzelnen Behandlungsgruppen zugeordnet.

Die Priifsubstanz kann im Futter, mit der Schlundsonde, in Kapseln oder im Trinkwasser verabreicht
werden. Bei allen Tieren sollte wihrend des gesamten Versuchszeitraums die Priifsubstanz nach der
gleichen Methode verabreicht werden. Wird der Priifsubstanz zur Vereinfachung der Verabreichung ein
Vehikel oder ein sonstiger Zusatz beigegeben, mufS dessen nicht-toxische Wirkung gesichert sein. Dazu
kénnen ggf. Daten aus fritheren Versuchen herangezogen werden.

1.6.2. Versuchsbedingungen

1.6.2.1. Versuchstiere
Soweit keine besonderen Griinde vorliegen, sollten die Versuche mit Ratten durchgefithrt werden. Es
sind junge gesunde Tiere bekannter Versuchstierstimme zu verwenden; bei Versuchsbeginn sollten die
Ratten — falls méglich — weniger als 6 Wochen, in keinem Fall jedoch iiber 8 Wochen alt sein. Die
Schwankung im Kérpergewicht der Tiere des jeweiligen Versuchs sollte zu Beginn des Versuchs nicht
mehr als £ 20 % vom Mittelwert betragen.
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1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.2.5.

1.6.3.

Anzahl und Geschlecht

Mindestens 10 Tiere (5 weibliche und 5 minnliche) sind fiir jede Dosierung zu verwenden. Die
weiblichen Tiere diirfen weder geworfen haben noch trichtig sein. Sollen im Verlauf des Versuchs Tiere
getotet werden, so muf8 die Gesamtzahl der Tiere um die Zahl an Tieren erhoht werden, die schon vor
Versuchsende getotet werden sollen. Dariiber hinaus kann eine zusitzliche Gruppe (Satellitengruppe)
von 10 Tieren (5 Tiere pro Geschlecht) iiber 28 Tage mit der héchsten Dosierung behandelt werden.
Wihrend der darauffolgenden behandlungsfreien 14 Tage wird auf Reversibilitit, Fortbestehen oder
verzogertes Auftreten toxischer Wirkungen geachtet.

Dosierungen

Es sind mindestens drei Dosierungs- und eine Kontrollgruppe zu wihlen. Abgesehen von der Applika-
tion der Priifsubstanz sind die Tiere der Kontrollgruppe genauso zu behandeln wie die Versuchstiere.
Wird zur Vereinfachung der Applikation ein Vehikel benutzt, so wird der Kontrollgruppe das Vehikel in
gleicher Weise verabreicht wie den behandelten Tieren und zwar in der Menge, die die Gruppe mit der,
héchsten Dosierung erhilt. Die héchste Dosierung muf8 so gewihlt werden, daf$ auf jeden Fall toxische
Effekte auftreten, die Tiere jedoch nicht oder nur in geringer Zahl sterben. Die niedrigste Dosierung
darf keine Anzeichen von Toxizitit hervorrufen. Liegen Schitzungen iiber die Héhe der Exposition
beim Menschen vor, so muf§ die niedrigste Dosierung diesen Wert iiberschreiten. Nach Méglichkeit
sollte die mittlere Dosierung nur geringe toxische Effekte verursachen. Werden mehrere Zwischendosie--
rungen verabreicht, so sollten sie so gewihlt werden, daf es zu einer graduellen Abstufung der toxischen
Wirkungen kommt.

" In den Gruppen mit niedriger und mittlerer Dosierung sowie in den Kontrollgruppen sollte die Anzahl

von Todesfillen gering sein, um eine aussagekriftige Bewertung der Ergebnisse zu ermdglichen.

Wird die Priifsubstanz mit dem Futter verabreicht, so ist entweder eine konstante Konzentration (ppm
oder mg/kg) im Futter oder eine konstante Dosierung in Relation zum Kérpergewicht der Tiere zu
wihlen; jede Abweichung von diesem Schema ist zu begriinden. Wird die Substanz mit der Schlundson-
de verabreicht, sollte dies tiglich zur gleichen Zeit erfolgen. Die Dosierungen sollten in regelmifligen
Zeitabstinden (wéchentlich oder 14tigig) so angepafSt werden, daf§ in Relation zum Kérpergewicht der
Tiere ein konstantes Dosierungsniveau erhalten bleibt.

Limit-Test

Wird ein 28-Tage-Test nach dem nachfolgend beschriebenen Verfahren durchgefiihrt und verursacht die
Verabreichung einer Dosis von 1 000 mg/kg Korpergewicht/ Tag bzw. einer héheren Dosis, die einer
moglichen Exposition beim Menschen entspricht, keine toxischen Effekte, so kann auf eine weitere
Priifung verzichtet werden. Wird eine Priifsubstanz mit geringer Toxizitit mit dem Futter verabreicht, so
muf sichergestellt sein, dafl weder die zugefithrte Menge noch sonstige Eigenschaften der Priifsubstanz
die normalen Erndhrungsbedingungen der Tiere beeintrichtigen.

Beobachtungszeitraum

Alle Tiere sind tiglich auf Vergiftungssymptome zu beobachten und deren zeitliches Auftreten, sowie
Grad und Dauer aufzuzeichnen. Der Eintritt des Todes und der Zeitpunkt, zu dem Vergiftungssymp-
tome auftreten und/oder wieder abklingen, sind festzuhalten.

Versuchsdurchfiibrung

Die Tiere erhalten die Priifsubstanz normalerweise an 7 Tagen pro Woche iiber einen Zeitraum von
28 Tagen. Tiere einer Satellitengruppe, die fiir eine Nachfolgebeobachtung vorgesehen sind, sollten fur
weitere 14 Tage ohne Behandlung gehalten werden, um die Reversibilitit von toxischen Effekten bzw.
deren Fortbestehen festzustellen.

Die Beobachtungen der Tiere sollten sich insbesondere auf Verinderungen an Haut, Fell, Augen,
Schleimhiuten, Atmung, Kreislauf, autonomem und zentralem Nervensystem sowie auf Somatomotorik
und Verhaltensmuster erstrecken. Die Futteraufnahme (und die Wasseraufnahme bei Verabreichung der
Priifsubstanz im Trinkwasser) und das Gewicht der Tiere werden wéchentlich bestimmt.
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Eine regelmiflige Beobachtung der Tiere ist erforderlich, um so weit wie moglich sicherzustellen, dal
Tiere wihrend des Versuchs nicht durch Kannibalismus, Autolyse der Gewebe oder Fehler beim
Umsetzen verlorengehen. i

Nach Abschluf des Versuchs werden alle iiberlebenden Tiere mit Ausnahme der Satellitengruppe
seziert. Sterbende Tiere sollten sofort ausgesondert und getotet werden.

Am Ende des Versuchs werden alle Tiere, einschliefflich der Kontrolltiere, folgenden Untersuchungen
unterzogen:

1. Die Himatologie sollte mindestens die Bestimmung des Hamatokrit und Himoglobinkonzentration,
der Erythrozytenzahl, der Gesamt- und Differential-Leukozytenzahl sowie die Messung der Gerin-
nungsfihigkeit umfassen.

2. Klinisch-biochemische Analysen des Blutes:

Zur Beurteilung der Leber- und Nierenfunktion solite zumindest je einer der folgenden Parameter
bestimmt werden: Serum-Alanin-Aminotransferase (friiher bekannt als Serum-Pyruvat-Transamina-
se), Serum-Aspartate-Aminotransferase (frither bekannt als Serum-Glutamat-Oxalazetat-Transami-
nase), Harnstoff-Stickstoff, Albumin, Kreatinin, Gesamt-Bilirubin und Gesamt-Serum-Protein.

Bestimmungen weiterer blutchemischer Parameter, die ggf. fiir eine adiquate toxikologische Bewertung
erforderlich sind, umfassen: Kalzium, Phosphor, Chlorid, Natrium, Kalium, Niichternglukose, Lipide,
Hormone, Siuren-Basen-Gleichgewicht, Methimoglobin, Cholinesteraseaktivitit.

Zusitzliche klinisch-biochemische Analysen kénnen ggf. notwendig sein, um die Untersuchung der
beobachteten Effekte zu vertiefen.

1.6.3.1. Autopsie

An allen am Versuch beteiligten Tieren wird eine vollstindige Autopsie vorgenommen. Leber, Nieren,
Nebennieren und Hoden werden sobald wie moglich nach der Sektion feucht gewogen, um ein
Austrocknen zu verhindern. Organe und Gewebe (Leber, Niere, Milz, Nebennieren und Herz sowie alle
Organe mit makroskopischen Verinderungen bzw. Gréflenverinderungen) sind im Hinblick auf spatere
histopathologische Untersuchungen in einem geeigneten Medium aufzubewahren.

1.6.3.2. Histopathologische Untersuchung

Bei allen Tieren der Gruppe mit der hochsten Dosierung sowie bei den Tieren der Kontrollgruppe ist
eine histologische Untersuchung der konservierten Organe und Gewebe durchzufiihren. Alle Organe -
und Gewebe, die in der Gruppe mit der hdchsten Dosierung priifsubstanzbedingte Schidigungen
aufweisen, miissen auch bei allen anderen Gruppen mit geringerer Dosierung untersucht werden. Bei
den Tieren der Satellitengruppe sind jene Organe und Gewebe mit besonderer Aufmerksamkeit zu
untersuchen, bei denen in den behandelten Gruppen toxische Effekte auftraten.

2. DATEN

Die Daten sind in tabellarischer Form zusammenzufassen. Daraus muf§ fiir jede Dosisgruppe und
Kontrollgruppe die Anzahl der.Tiere zu Beginn des Versuchs und die Anzahl der Tiere mit den einzelnen
Schidigungsformen zu entnehmen sein.

Alle ermittelten Ergebnisse sind durch ein geeignetes statistisches Verfahren zu bewerten. Dazu kann
jede anerkannte statistische Methode herangezogen werden.
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3.1.

3.2,

ABSCHLUSSBERICHT

Priifbericht

Der Priifbericht enthilt Informationen iiber:

— Tierarten, Stamm, Herkunft, Haltungsbedingungen, Futter usw.;

— Versuchsbedingungen;

— Dosierungen (ggf. Vehikel) und Konzentrationen;

— Daten iiber toxische Reaktionen ngch Geschlecht und Dosierung;

— "nichttoxische Dosis, sofern bestimmbar;

— Zeitpunkt des Todes wihrend des Versuchs bzw. Angabe, ob die Tiere den Versuch iiberlebten;
— toxische bzw. andere Wirkungen;

— Zeitpunkt der Beobachtung der einzelnen Vergiftungssymptome und deren weiterer Verlauf;
— Angaben iiber Futterverbrauch und Kérpergewichtsverlauf;

— hématologische Tests und deren Ergebnisse;

— klinisch-biochemische Tests und deren Ergebnisse;

— Sektionsbefunde;

— detaillierte Beschreibung aller histopathologischen Befunde;

— statistische Auswertung der Ergebnisse, sofern moglich;

— Diskussion der Ergebnisse;

— Bewertung der Ergebnisse.

Interpretation

Siehe allgemeine Einleitung — Teil B (Punkt C).

LITERATUR

Siehe allgemeine Einleitung — Teil B (Punkt D). -
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B. 8. SUBAKUTE TOXIZITAT — INHALATION

1. METODE

1.1. Einleitung

Siehe allgemeine Einleitung — Teil B (Punkt A).

1.2, Definition

Siehe allgemeine Einleitung — Teil B (Punkt B).

1.3. Bezugssubstanzen
Keine.
1.4. . Prinzip der Methode

Mehrere Versuchstiergruppen werden taglich iber einen bestimmten Zeitraum der Priifsubstanz in
abgestuften Konzentrationen fiir 28 Tage ausgesetzt, wobei eine Konzentration fiir jede Gruppe
verwendet wird. Wird ein Vehikel herangezogen, um eine geeignete Konzentration der Priifsubstanz in
der Atmosphire herzustellen, ist eine Vehikel-Kontrollgruppe einzusetzen. Wihrend des Versuchszeit-
raums werden die Tiere tiglich beobachtet, um Symptome toxischer Wirkungen festzustellen. Tiere, die
wihrend des Versuchs sterben sowie die bei Versuchsende itberlebenden Tiere werden seziert.

1.5. Qualitatskriterien

Keine.
1.6. Beschreibung der Methode
1.6.1. Vorbereitung

Die Tiere werden vor Versuchsbeginn fiir einen Zeitraum von mindestens 5 Tagen unter experimentel-
len Haltungs- und Fiitterungsbedingungen eingewéhnt. Vor Versuchsbeginn werden gesunde junge
Tiere randomisiert und der erforderlichen Zahl von Gruppen zugeordnet. Falls notwendig, kann der
Prifsubstanz ein geeignetes Vehikel beigegeben werden, um die gewiinschte Konzentration der
Priifsubstanz in der Atmosphire herzustellen. Wird zur Vereinfachung der Dosierung ein Vehikel oder
ein sonstiger Zusatz verwendet, muf§ dessen nichttoxische Wirkung gesichert sein. Dazu konnen ggf.
Daten aus fritheren Versuchen herangezogen werden. . i

1.6.2. Versuchsbedingungen

1.6.2.1. Versuchstiere

Soweit keine besonderen Griinde vorliegen, sollten die Versuche mit Ratten durchgefithrt werden. Es
sind junge gesunde Tiere bekannter Versuchstierstimme zu verwenden. Die Schwankung im Korperge-
wicht der Tiere des jeweiligen Versuchs sollte zu Beginn des Versuchs nicht mehr.als + 20 % vom
Mittelwert betragen.

1.6.2.2. Anzahl und Geschiecht

Mindestens 10 Tiere (5 mannliche und 5 weibliche) sollen fiir jede Dosierung verwendet werden. Die
weiblichen Tiere diirfen weder geworfen haben noch trichtig sein. Sollten im Verlauf des Versuchs
Tiere getétet werden, so muf die Gesamtzahl der Tiere um die Zahl an Tieren erhoht werden, die vor

t
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1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.2.5.

1.6.2.6.

1.6.3.

Versuchsende getétet werden sollen. Dariiber hinaus kann eine zusitzliche Gruppe (Satellitengruppe) -
von 10 Tieren (5 Tiere pro Geschlecht) iiber 28 Tage der hochsten Konzentration ausgesetzt werden.

Waihrend der darauffolgenden expositionsfreien 14 Tage wird -auf Reversibilitit, Fortbestehen oder

verzdgertes Auftreten toxischer Wirkungen geachtet. ’

Expositionskonzentration

Es sind mindestens drei Konzentrationen sowie eine Kontrollgruppe und — sofern ein Vehikel benutzt
wurde — eine Vehikel-Kontrollgruppe (entsprechend der Konzentration des Vehikels bei der hochsten
Expositionskonzentration) zu wihlen. Abgesehen von der Applikation der Priifsubstanz sind die Tiere
der Kontrollgruppe genauso zu behandeln wie die Versuchstiere. Die hochste Konzentration ist so zu
wihlen, daf§ auf jeden Fall toxische Effekte auftreten, die Tiere jedoch nicht oder nur in geringer Zahl
sterben. Die niedrigste Konzentration darf keine Anzeichen von Toxizitit verursachen. Liegen Schétzun-
gen iiber die Héhe der Exposition beim Menschen vor, so muf§ die niedrigste Konzentration diesen Wert
iiberschreiten. Nach Méglichkeit sollte die mittlere Konzentration nur geringe toxische Effekte
verursachen. Werden mehrere Zwischen-Konzentrationen verabreicht, so sollten sie so gewihlt werden,
daf es zu einer graduellen Abstufung der toxischen Effekte kommt. In den Gruppen der niedrigen und
der Zwischen-Konzentrationen sowie in den Kontrollgruppen sollte die Anzahl von Todesfillen gering
sein, um eine aussagekriftige Bewertung der Ergebnisse zu erméglichen.

Expositionszeit

_ Die tagliche Expositionszeit sollte 6 Stunden betragen; aufgrund spezifischer Erfordernisse kénnen sich

gef. andere Zeiten als notwendig erweisen.

Ausriistung

Fiir die Tierversuche sollte eine Inhalationsanlage benutzt werden, die einen dynamischen Luftstrom mit
einem Luftwechsel von mindestens 12 mal pro Stunde erméglicht, um einen adiquaten Sauerstoffgehalt
und eine gleichmifig verteilte Expositionsatmosphire zu gewihrleisten.

Wird eine Kammer verwendet, so ist sie so zu gestalten, daf8 die Versuchstiere méglichst wenig
zusammengedringt werden und die Exposition durch Inhalation der Priifsubstanz maximiert wird. Um
die Stabilitit der Atmosphire in der Inhalationskammer sicherzustellen, sollte grundsitzlich das
»Gesamtvolumen® der Versuchstiere 5 % des Kammervolumens nicht iiberschreiten. Es sind Expositio-
nen des Mund-Nasen-Bereichs, des Kopfes oder des ganzen Kérpers in Inhalationskammern méglich;
die beiden ersten Expositionsarten dienen dazu, die Aufnahme der Priifsubstanz auf anderen Wegen
einzuschrinken.

Beobachtungszeitraum

Die Versuchstiere sind wihrend des gesamten Behandlungszeitraums und der expositionsfreien Phase
taglich auf Vergiftungssymptome zu beobachten. Der Eintritt des Todes und der Zeitpunkt, zu dem
Vergiftungssymptome auftreten und/oder wieder abklingen, sind festzuhalten.

Versuchsdurchfithrung

Die Tiere werden der Priifsubstanz tiglich an 5—7 Tagen pro Woche iiber einen Zeitraum von 28
Tagen ausgesetzt. Die Tiere einer Satellitengruppe, die fiir eine Nachbeobachtung vorgesehen sind,
sollten fiir weitere 14 Tage ohne Exposition gehalten werden, um die Reversibilitit von toxischen
Effekten bzw. deren Fortbestehen festzustellen. Die Temperatur soll wihrend des Versuchs 22 °C +
3 °C betragen. Die relative Feuchtigkeit soll zwischen 30 % und 70 % liegen, ausgenommen in den
Fillen, wo dies nicht durchfiihrbar ist (z. B. Versuche mit Aerosolen). Wihrend der Exposition werden
weder Futter noch Wasser verabreicht.

Es soll ein dynamisches Inhalationssystem mit einem geeigneten analytischen Verfahren zur Bestimmung
der Konzentration benutzt werden. Um brauchbare Expositionskonzentrationen zu erhalten, wird ein
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Vorversuch empfohlen. Die Luftdurchflufrate ist so einzustellen, dafl die Bedingungen in der gesamten
Expositionskammer einheitlich sind. Das System soll gewihrleisten, daf$ konstante Expositionsbedin-
gungen so schnell wie moglich erreicht werden.

Die folgenden Messungen oder Uberwachung sollten durchgefiihrt werden:

a) Messung der Luftdurchflufirate (kontinuierlich).

b) Die tatsichliche Konzentration der Priifsubstanz wird im Atembereich gemessen. Wihrend der
taglichen Expositionsdauer darf die Konzentration nicht mehr als + 15 % vom Mittelwert-
variieren. Bei Stiuben und einigen Aerosolen, wo dies nicht erreichbar ist, wird ein groferer
Streubereich akzeptiert. Wihrend der gesamten Versuchsdauer ist die Konzentration von Tag zu
Tag so konstant wie méglich zu halten. Was Teilchen und Aerosole betrifft, wird die Teilchengré-
Benverteilung so oft wie nétig gemessen, um deren Konstanz festzulegen.

c) Temperatur und Luftfeuchtigkeit.

d) Wihrend und nach der Exposition werden die Tiere beobachtet und die Befunde aufgezeichnet und
im Bericht fiir jedes Tier festgehalten. Alle Tiere sollen tiglich auf Anzeichen toxischer Effekte
beobachtet und deren Auftreten, Grad und Dauer aufgezeichnet werden. Die Beobachtungen der
Tiere sollten sich insbesondere auf Verinderungen an Haut, Fell, Augen, Schleimhiuten, Atmung,
Kreislauf, autonomem und zentralem Nervensystem sowie auf Somatomotorik und Verhaltensmuster
erstrecken. Die Futteraufnahme und das Gewicht der Tiere werden wochentlich bestimmt.

Eine regelmiflige Beobachtung der Tiere ist erforderlich, um so weit wie méglich sicherzustellen,
daf Tiere wihrend des Versuchs nicht durch Kannibalismus, Autolyse der Gewebe oder Fehler beim
Umsetzen verloren gehen. Nach Abschlufl der Expositionsphase werden alle iiberlebenden Tiere mit
Ausnahme der Satellitengruppe seziert. Sterbende Tiere sollten sofort ausgesondert und getétet
werden. :

Am Ende des Versuchs werden alle Tiere, einschlielich der Kontrolltiere, folgenden Untersuchungen
unterzogen:

i) Die Hiamatologie sollte mindestens die Bestimmung desﬂ Hiématokrit und der Himoglobinkonzentra-
tion, der Erythrozytenzahl, der Gesamt- und Differenzial-Leukozytenzahl sowie die Messung der
Gerinnungsfihigheit umfassen.

-
=1
=

Klinisch-biochemische Analysen des Blutes: Zur Beurteilung der Leber- und Nierenfunktion sollte
zumindest je einer der folgenden Parameter bestimmt werden:

Serum — "Alanin — Aminotransferase (frither bekannt als Serum — Glutamat — Pyruvat —
Transaminase), Serum — Aspartate — Aminotransferase (frither bekannt als Serum — Glutamat —
Oxalazetat — Transaminase), Harnstoff — Stickstoff, Albumin, Kreatinin, Gesamt-Bilirubin und
Gesamt-Serum-Protein.

Bestimmungen weiterer blutchemischer Parameter, die ggf. fiir eine adaquate toxikologische
Bewertung erforderlich sind, umfassen:

Kalzium, Phosphor, Chlorid, Natrium, Kalium, Niichternglukose, Lipide, Hormone, Sauren-Ba-
sen-Gleichgewicht, Methimoglobin, Cholinesteraseaktivitit usw. Zusitzliche klinisch-biochemische

" Analysen konnen ggf. erforderlich sein, um die Untersuchung der beobachteten Effekte zu
vertiefen. : k

1.6.3.1. Autopsie

An allen am Versuch beteiligten Tieren wird eine vollstindige Autopsie vorgenommen. Leber, Nieren,
Nebennieren und Hoden werden so bald wie mdglich nach der Sektion feucht gewogen, um ein
Austrocknen zu verhindern. Die Organe und Gewebe (Atmungstrakt, Leber, Nieren, Milz, Nebennie-
ren, Herz und alle Organe mit makroskopischen Verinderungen bzw. Gréflenverinderungen) sind
im Hinblick auf spitere histopathologische Untersuchungen in einem geeigneten Medium aufzube-
wahren.

Nase, Pharynx und Lungen sind vollstindig zu entnehmen, zu wiegen (Lunge) und mit einem geeigneten
Fixativ zu behandeln, um die Lungenstruktur zu erhalten. Am besten eignet sich hierzu die Perfusion der
Lunge mit einer Fixierfliissigkeit.
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1.6.3.2. Histopathologische Untersuchung

Bei allen Tieren der Gruppe mit der héchsten Konzentration sowie bei den Tieren der Kontrollgruppe(n)
ist eine histologische Untersuchung der konservierten Organe und Gewebe durchzufiihren. Alle Organe
und Gewebe, die in der Gruppe mit der hochsten Konzentration priifsubstanzbedingte Schidigungen
aufweisen, miissen auch bei allen anderen Gruppen mit geringerer Konzentration untersucht werden.
Bei den Tieren der Satellitengruppe sind jene Organe und Gewebe mit besonderer Aufmerksamkeit zu
untersuchen, bei denen in den behandelten Gruppen toxische Effekte auftraten.

2. DATEN

Die Daten sind in tabellarischer Form zusammenzufassen. Daraus muf fiir jede Dosisgruppe und
Kontrollgruppe die Anzahl der Tiere zu Beginn des Versuchs und die Anzahl der Tiere mit den einzelnen
Schidigungsformen zu entnehmen sein.

Alle ermittelten Ergebnisse sind durch ein geeignetes statistisches Verfahren zu bewerten. Dazu kann
jede anerkannte statistische Methode herangezogen werden.

3. ABSCHLUSSBERICHT

3.1. Priifbericht

Der Priifbericht enthilt Informationen tiber:

— Tierarten, Stamm, Herkunft, Haltungsbedingungen, Futter usw.;
— Versuchsbedingungen;

— Beschreibung des Expositionsapparats einschliefllich Gestaltung, Typ, Abmessungen, Luftquelle,
System zur Partikel- und Aerosolerzeugung, Klimatisierungssystem, Behandlung der Abluft und Art
der Unterbringung der Tiere in einer Versuchskammer. Die Gerite zur Messung von Temperatur,
Luftfeuchtigkeit und ggf. Konstanz der Aerosolkonzentration oder Teilchengréle sind zu beschrei-
ben.

— Expositionsdaten

Diese Daten sind in tabellarischer Form zusammenzustellen und unter Angabe von Mittelwerten und
Beriicksichtigung der Schwankung (z. B. Standardabweichung) darzustellen. Sie miissen folgende
Angaben enthalten:

a) Luftdurchflulrate in der Inhalationsanlage,
b) Temperatur und Luftfeuchtigkeit,

c) nominale Konzentration (Gesamtmenge der Priifsubstanz, die in die Inhalationsanlage eingege-
ben wurde, dividiert durch das Luftvolumen),

d) ggf. Art des Vehikels
e) tatsiachliche Konzentration im Atembereich,

f} mittlere Teilchengroflen (sofern erforderlich);
— Daten iiber toxische Reaktionen nach Geschlecht und Konzentration;
— Zeitpunkt des Todes wihrend des Versuchs bzw. Angabe, ob die Tiere den Versuch iiberlebten;

— toxische bzw. andere Wirkungen; die Dosierung, bei der keine toxischen Effekte auftraten) no-effect
level -NEL);

— Zeitpunkt der Beobachtung der einzelnen Vergiftungsanzeichen und deren weiterer Verlauf;
— Angaben iiber Fiitterung und Kérpergewicht;

— hamatologische Tests und deren Ergebnisse;
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— Kklinisch-biochemische Tests und deren Ergebnisse;

— Sektionsbefunde;

— detaill’ierte Beschreibung aller histopathologischen Befunde;
— statistische Auswertung der Ergebnisse, falls moglich;

— Diskussion der Ergebnisse;

— Bewertung der Ergebnisse.

Interpretation

Siehe allgemeine Einleitung — Teil B (Punkt C).

LITERATUR

Siehe allgemeine Einleitung — Teil B (Punkt D).
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N B. 9. SUBAKUTE TOXIZITAT — DERMAL

1. METHODE

1.1. Einleitung

Siehe allgemeine Einleitung — Teil B (Punkt A).

1.2, Definitionen

Siehe allgemeine Einleitung — Teil B (Punkt B).

1.3. Bezugssubstanzen
Keine.
1.4, Prinzip der Methoden

Die Priifsubstanz wird in abgestuften Dosen tiglich mehreren Versuchstiergruppen auf die Haut
aufgetragen, und zwar eine Dosierung je Gruppe iiber einen Zeitraum von 28 Tagen. Wihrend des
Versuchszeitraums werden die Tiere tiglich beobachtet, um Symptome toxischer Wirkungen festzustel-
len. Tiere, die wihrend des Versuchs sterben sowie die bei Versuchsende i{iberlebenden Tiere werden

seziert.
1.5. Qualititskriterien

Keine.
1.6. Beschreibung der Methode
1.6.1. Vorbereitung

Die Tiere werden vor Versuchsbeginn fiir einen Zeitraum von mindestens 5 Tagen unter experimentel-
len Haltungs- und Fiitterungsbedingungen eingewohnt. Vor Versuchsbeginn werden gesunde junge
Tiere randomisiert und den einzelnen Behandlungs- und Kontrollgruppen zugeordnet. Kurz vor
Versuchsbeginn wird das Fell auf dem Riicken der Versuchstiere geschoren. Ein Abrasieren des Fells ist
ebenfalls maéglich, sollte jedoch 24 Stunden vor dem Versuch erfolgen. Das Scheren oder Rasieren mufd
normalerweise wéchentlich wiederholt werden. Es ist darauf zu achten, daf dabei die Haut nicht
verletzt wird. Mindestens 10 % der Kérperoberfliche wird fiir die Applikation vorbereitet. Bei der
i Bestimmung des -zu scherenden Bereichs und der Applikationsfliche ist das Gewicht der Tiere zu
} beriicksichtigen. Werden Versuche mit festen Stoffen durchgefiihrt, die gegebenenfalls pulverisiert
| werden kénnen, sollte die Priifsubstanz ausreichend mit Wasser, oder ggf. in anderer geeigneter Form
angefeuchtet werden, um einen guten Kontakt mit der Haut sicherzustellen. Flissige Priifsubstanzen
| werden gewéhnlich unverdiinnt angewendet. Die Applikation erfolgt normalerweise an 5 bis 7 Tagen

pro Woche.
1.6.2. Versuchsbedingungen
1.6.2.1. Versuchstiere

Es kénnen erwachsene Ratten, Kaninchen oder Meerschweinchen verwendet werden. Auch andere
Tierarten kénnen benutzt werden, jedoch muff ihre Verwendung begriindet werden. Zu Beginn des
Versuchs sollte die Schwankung des Kérpergewichts der Tiere des jeweiligen Versuchs nicht mehr als
+ 20 % vom Mittelwert betragen.
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1.6.2.2. Anzahl und Geschlecht

Mindestens 10 Tiere (5 weibliche und 5 -minnliche) mit gesunder unbeschidigter Haut sollen fiir jede
Dosierung verwendet werden. Die weiblichen Tiere diirfen weder geworfen-kaben noch trichtig sein.
Sollen im Verlauf des Versuchs Tiere getotet werden, so muf§ die Gesamtzahl der Tiere um die Zahl an
Tieren erhoht werden,- die schon vor Versuchsende getdtet werden sollen. Dariiber hinaus kann eine
zusitzliche Gruppe (Satellitengruppe) von 10 Tieren (5 pro Geschlecht) iiber 28 Tage mit der hdchsten
Dosierung behandelt werden. Wihrend der darauffolgenden behandlungsfreien 14 Tage wird -auf
Reversibilitiit, Fortbestehen oder verzdgertes Auftreten toxischer Wirkungen geachtet.

1.6.2.3. Dosierungen

Es sind mindestens drei Dosierungen sowie eine Kontrollgruppe und — sofern ein -Vehikel benutzt
wurde — eine Vehikel-Kontrollgruppe zu wihlen. Die Einwirkungszeit sollte mindestens 6 Stunden pro
Tag betragen. Die Applikation der Priifsubstanz sollte tiglich zur gleichen Zeit erfolgen. Eine
Anpassung der Dosierung an das Korpergewicht ist in festgesetzten Intervallen (wéchentlich oder
14t4gig) vorzunehmen, um in Relation zum Kérpergewicht des Tieres ein konstantes Dosierungsniveau
zu erhalten. Abgesehen von der Applikation der Priifsubstanz sind die Tiere der Kontrollgruppe genauso
zu behandeln wie die Versuchstiere. Wird zur Erleichterung der Applikation ein Vehikel benutzt, so
wird der Kontrollgruppe das Vehikel in gleicher Weise verabreicht wie den behandelten Tieren und zwar
in der Menge, die die Gruppe mit der hochsten Dosierung erhilt. Die héchste Dosierung muf so gewihle
werden, daf auf jeden Fall toxische Effekte auftreten, die Tiere jedoch nicht oder nur in geringer Zahl
sterben. Die niedrigste Dosierung darf keine Anzeichen von Toxizitit verursachen. Liegen Schitzungen
iiber die Hohe der Exposition beim Menschen vor, muf8 die niedrigste Dosierung diesen Wert
iiberschreiten. Nach Maéglichkeit sollte die mittlere Dosierung nur geringe toxische Wirkungen
verursachen. Werden mehrere Zwischendosierungen verabreicht, so sollten sie so gewihlt werden, daf$
es zu einer graduellen Abstufung der toxischen Wirkungen kommt. In den Gruppen mit niedriger und
mittlerer Dosierung sowie in den Kontrollgruppen sollte die Anzahl von Todesfillen gering sein, um eine
aussagekriftige Bewertung der Ergebnisse zu ermoglichen. Fithrt die Applikation der Priifsubstanz zu
schweren Hautreizungen, sollte die Konzentration herabgesetzt werden, was bei hoher Dosierung zu
einer Verminderung oder einem Ausbleiben sonstiger toxischer Wirkungen fithren kénnte. Wurde
iiberdies die Haut stark beschidigt, ist es u. U. notwendig, den Versuch abzubrechen und mit einer
geringeren Konzentration erneut durchzufiihren.

1.6.2.4. Limit-Tests

Verursacht bei Durchfithrung einer Vorstudie die Verabreichung einer Dosis von 1 000 mg/kg bzw.
einer hoheren Dosis, die einer moglichen Exposition beim Menschen entspricht, keine toxischen
Auswirkungen, so ist eine weitere Priifung nicht erforderlich.

1.6.2.5. Beobachtungszeitraum

Alle Tiere sind tiglich auf Vergiftungssymptome zu beobachten. Der Eintritt des Todes und der
Zeitpunkt, zu dem Vergiftungssymptome auftreten und/oder wieder abklingen, sind festzuhalten.

1.6.3. Versuchsdurchfiibrung

Die Tiere sollen in Einzelkifigen gehalten werden. Sie erhalten die Priifsubstanz vorzugsweise an
7 Tagen pro Woche iiber einen Zeitraum von 28 Tagen. Die Tiere einer Satellitengruppe, die fiir eine
Nachbeobachtung vorgesehen sind, sollten fiir weitere 14 Tage ohne Behandlung gehalten werden, um
die Keversibilitat von Vergiftungssymptomen bzw. deren Fortbestehen zu beobachten. Die Expositions-
zeit betrigt mindestens 6 Stunden pro Tag.

Die Priifsubstanz ist einheitlich auf einen Bereich, der etwa 10 % der Korperoberfliche entspricht,
aufzutragen. Bei hochtoxischen Substanzen kann die behandelte Oberfliche kleiner sein, es sollte jedoch
ein méglichst grofer Bereich mit einer méglichst diinnen und einheitlichen Schicht exponiert werden.

Die Priifsubstanz ist wihrend der Expositionszeit mit einem porésen Mullverband und einem hautscho-
nenden Plaster in Kontakt mit der Haut zu halten. Die Versuchsfliche ist aufferdem auf eine geeignete
Art abzudecken, um den Mullverband und die Priifsubstanz zu fixieren und sicherzustellen, daf$ die
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1.6.4.

1.6.5.

Tiere die Priifsubstanz nicht oral aufnehmen kénnen. Es konnen auch Mittel zur Einschrinkung der
Bewegungsfreiheit angewendet werden, damit die Tiere die Priifsubstanz nicht oral aufnehmen kdnnen;
eine vollstindige Immobilisation -ist jedoch nicht zu empfehlen.

Nach Ablauf der Expositionszeit entfernt man-— soweit méglich — den Rest der Priifsubstanz, und
zwar -unter Verwendung von Wasser oder eines anderen Hautreinigungsverfahrens.

Alle Tiere sollen tiglich beobachtet und- Vergiftungssymptome- sowie deren Beginn, Grad und Dauer
aufgezeichnet werden.

Die Beobachtungen sollten sich insbesondere auf Verinderungen an Haut, Fell, Augen, Schleimhiuten,
Atmung, Kreislauf, autonomem und zentralem Nervensystem sowie auf Somatomotorik und Verhal-
tensmuster erstrecken. Die Futteraufnahme und das Gewicht der Tiere werden wéchentlich bestimmt.

Eine regelmiflige Beobachtung der Tiere ist erforderlich, um sicherzustellen, daff Tiere wihrend des
Versuchs nicht durch Kannibalismus, Autolyse der Gewebe oder Fehler beim Umsetzen verloren gehen.
Nach Abschluff des Versuchs werden alle iiberlebenden Tiere mit Ausnahme der Satellitengruppe
seziert. Sterbende Tiere sollten sofort ausgesondert und getotet werden.

Am Ende des Versuchs werden alle Tiere, einschlieflich der Kontrolltiere, folgenden Untersuchungen
unterzogen: o

1. Die Himatologie solite mindestens die Bestimmung des Himatokrit und der Himoglobinkonzentra-
tion, der Erythrozytenzahl, der Gesamt- und Differential-Leukozytenzahl sowie die Messung der
Gerinnungsfihigkeit umfassen.

. 2. Klinisch-biochemische Analysen des Blutes: Zur Beurteilung der Leber- und Nierenfunktion sollte

zumindest je einer der folgenden Parameter bestimmt werden: Serum — Alanin — Aminotrans-
ferase (frither bekannt als Serum — Glutamat — Pyruvat — Transaminase), Serum — Aspartate —
Aminotransferase (frither bekannt als Serum — Glutamat — Oxalazetat — Transaminase),
Harnstoff — Stickstoff, Albumin, Kreatinin, Gesamt-Bilirubin und Gesamt-Serum-Protein.

Bestimmungen weiterer blutchemischer Parameter, die ggf. fiir eine adiquate toxikologische Bewertung
erforderlich sind, umfassen: .

Kalzium, Phosphor, Chlorid, Natrium, Kalium, Nichternglukose, Lipide, Hormone, Siuren-Basen-
Gleichgewicht, Methimoglobin, Cholinesteraseaktivitit.

Zusitzlich klinisch-biochemische Analysen kénne ggf. erforderlich sein, um die Untersuchung der
beobachteten Effekte zu vertiefen.

Autopsie

An allen am Versuch beteiligten Tieren wird eine vollstindige Autopsie vorgenommen. Leber, Nieren,
Nebennieren und Hoden werden sobald wie méglich nach der Sektion feucht gewogen, um ein
Austrocknen zu verhindern. Organe und Gewebe, d. h. unbehandelte und behandelte Haut, Leber,
Nieren und Zielorgane (Organe mit makroskopischen Verinderungen und Groéflenveranderungen) sind
in einem geeigneten Medium fiir spitere histopathologische Untersuchungen aufzubewahren.

Histopathologische Untersuchungen

Bei allen Tieren der Gruppe mit der héchsten Dosierung sowie bei den Tieren der Kontrollgruppe ist
eine histologische Untersuchung der konservierten Organe und Gewebe durchzufithren. Alle Organe
und Gewebe, die in der Gruppe mit der héchsten Dosierung priifsubstanzbedingte Schidigungen
aufweisen, miissen auch bei allen anderen Gruppen mit geringerer Dosierung untersucht werden. Bei
den Tieren der Satellitengruppe sind jene Organe und Gewebe mit besonderer Aufmerksamkeit zu
untersuchen, bei denen in den behandelten Gruppen toxische Effekte auftraten.
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3.1.

3.2,

DATEN

Die Daten sind in tabellarischer Form zusammenzufassen. Daraus muf fiir jede Dosisgruppe und
Kontrollgruppe die Anzahl der Tiere zu Beginn des Versuchs und die Anzahl der Tiere mit den einzelnen
Schidigungsformen zu entnehmen sein.

Alle ermittelten Ergebnisse sind durch ein geeignetes statistisches Verfahren zu bewerten. Dazu kann
jede anerkannte statistische Methode herangezogen werden.

ABSCHLUSSBERICHT

Priifbericht

Der Priifbericht enthilt Informationen iber:

— Tiere (Art, Stamm, Herkunft, Haltungsbedingungen, Futter usw.);

— Versuchsbedingungen;

— Dosierungen (ggf. Vehikel) und Konzentrationen;

— Daten iber toxische Reaktionen nach Geschlecht und Dosierung;

— No-effect level (NEL), falls moglich;

— Zeitpunkt des Todes wihrend des Versuchs bzw. Angabe, ob die Tiere den Versuch iberlebten;
— toxische oder andere Wirkungen;

— Zeitpunkt der Beobachtung der einzelnen Vergiftungssymptome und deren weiterer Verlauf;
— Angabe iiber Fiitterung und Kérpergewichte; .

— héamatologische Tests und deren Ergebnisse;

— klinisch-biochemische Tests und deren Ergebnisse;

— Sektionsbefunde;

— detaillierte Beschreibung aller histopathologischen Befunde;

a— statistische Auswertung der Ergebﬁisse, falls moglich;

— Diskussion der Ergebnisse;

— Bewertung der Ergebnisse.
Interpretation

Siehe aligemeine Einleitung — Teil B (Punkt C).

LITERATUR

Siehe allgemeine Einleitung — Teil B (Punkt D).
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B. 10. SONSTIGE WIRKUNG — MUTAGENITAT
IN VITRO — SAUGER ZYTOGENETISCHER TEST
1. METHODE
1.1. Einleitung
Siehe allgemeine Einleitung — Teil B (Punkt A),
1.2. Definitionen
- Siehe allgemeine Einleitung — Teil B (Punkt B).
1.3. Bezugssubstanzen
Keine.
1.4, Prinzip der Methode
Dieser in vitro-zytogenetische Test ist ein Kurzzeit-Mutagenititstest zum Nachweis von strukturellen
Chromosomenaberrationen an kultivierten ‘Saugetierzellen. Sowohl Kulturen etablierter Zellinien als
auch Primérkulturen konnen verwendet werden. Nach Exposition gegeniiber der Priifsubstanz mit und
ohne einem Leberenzym-Aktivierungsgemisch (post-mitochondriale Fraktion mit Co-Faktorzusatz)
werden die Zellkulturen mit einem Spindelgift, z. B. Colchizin behandelt, um eine Anreicherung von
Metaphasen (sog. C-Metaphasen) zu erhalten.
Die Zellen werden zu geeigneten Zeitpunkten aufgearbeitet und Chromosomen-Priparate hergestellt.
Die Priparate werden gefirbt, und die Metaphasen werden im Hinblick auf Chromosomenverinderun-
gen untersucht.
1.5. Qualititskriterien
Keine.
1
1.6. Beschreibung der Methode
1.6.1. Vorbereitung
Vor Exposition der Zellen werden die Prifchemikalien in Kulturmedien bzw. in geeigneten Trigerme- .
dien gelost. Es werden etablierte Zellinien bzw. Primirkulturen verwendet, z. B. Zellen von Chinesi-
schen Hamstern oder menschlichen Lymphozyten.
1.6.2. Priifbedingungen

Zahl der Kulturen
Fiir jeden experimentellen Punkt werden mindestens zwei Kulturen verwendet.

Negativ- und Positiv-Kontrollen sind durchzufiihren. Das Lésungsmittel (falls weder das Kulturmedium
noch Wasser das Losungsmittel sind), Lésungsmittel mit Leberenzym-Aktivierungsgemisch sowie
unbehandelte Kontrollen sind als Negativ-Kontrollen zu verwenden.

Auflerdem umfafit jeder Versuch eine Positiv-Kontrolle. Wird ein Leberenzym-Aktivierungsgemisch zur
Aktivierung der Testchemikalie verwendet, so ist eine Verbindung als Positiv-Kontrolle einzusetzen, die
erwiesenermaflen eine Stoffwechselaktivierung erfordert.
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Konzentrationen

Mindestens 3 Konzentrationen der Priifsubstanz sind einzusetzen. Der Konzentrationsbereich sollte sich
mindestens iiber eine Zehnerpotenz erstrecken, wobei die hchste Konzentration die Mitoseaktivitit um-
etwa 50 % hemmen sollte.

Kulturbedingungen

Geeignete Kulturmedien und. Kulturbedingungen (z. B. Temperatur, verwendete Kulturgefifle,
CO,-Konzentrationen sowie Feuchtigkeit), sind zu verwenden.

1.6.3. Versuchsdurchfiihrung

1.6.3.1. Priparation der Kulturen

Etablierte Zellinien: Zellen werden aus Stamm-Kulturen gewonnen (z. B. durch Trypsinierung bzw.
Abschiitteln), in geeigneter Dichte in Kulturgefifle ausgesit und bei 37° C kultiviert.

Menschliche Lymphozyten: heparinisiertes Blut wird einem Kulturmedium zugesetzt, dafl Phytohimo-
glutinin, fetales Kilberserum und Antibiotika enthilt. Die Kultivierung erfolgt bei 37° C.

1.6.3.2. Behandlung der Kulturen mit der Priifsubstanz

i) Behandlung ohne Leberenzym-Aktivierungsgemisch

Alle Behandlungen sollten den Zeitraum eines gesamten Zellzyklus abdecken. Der Fixierungszeit-
punkt ist so zu wihlen, daff nach der Behandlung der Zellen die ersten auftretenden Mitosen
analysiert werden. Umfaflt die Behandlung nicht die gesamte Linge eines Zellzyklus, so sind
verschiedene Fixationszeiten zu wihlen, um Zellen zu sammeln, die sich wihrend der Behandlung in
verschiedenen Phasen des Zellzyklus (d. h. G, Sund G,) wihrend der Exposition befanden.

Die Priifchemikalien werden Kulturen mit etablierten Zellinien in der exponentiellen Wachstums-
phase beigegeben. Menschliche Lymphozyten werden im semisynchronen Zustand behandelt.

Verindert die Priifchemikalie die Dauer des Zellzyklus, ist das Fixierungsintervall entsprechend zu
indern.

ii) Behandlung unter Zusatz eines Leberenzym-Aktivierungsgemisches

Die Priifsubstanz sollte so lange wie méglich zusammen mit dem Aktivierungssystem zur Behand-
lung anwesend sein, ohne dabei eine toxische Wirkung auf die Zellen auszuiiben. Sollte aus Griinden
der Toxizitdt diese Behandlung nicht die Dauer eines vollen Zellzyklus umfassen, sind verschiedene
Fixationszeiten zu wihlen, um Zellen zu sammeln, die sich wihrend der Exposition in verschiedenen
Phasen des Zellzyklus befanden (z. B. G;, S und G,).

Aufarbeitung der Zellen

Zellkulturen werden 1 bis 2 Stunden vor Entnahme mit dem Spindelgift behandelt. Die einzelnen
Kulturen werden jeweils getrennt geerntet und fiir die Chromosomen-Préparation aufgearbeitet.

1.6.3.3. Priparation der Chromosomen

Die Priparation der Chromosomen umfaflt hypotonische Behandlung der Zellen, Fixierung, Aufbringen
auf Objekttriager und Firbung. '

Analyse

Mindestens 100 gut gespreitete Metaphasen pro Kultur werden auf Chromosomenaberrationen analy-
siert. Objekttriger werden vor der Analyse kodiert.

Bei menschlichen Lymphozyten werden nur Metaphasen mit 46 Zentromeren analysiert. In etablierten
. Zellinien werden auch Metaphasen ausgewertet, deren Zahl um + 2 Zentromeren von der Modalzahl
abweicht.
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3.1.

3.2.

DATEN

Die Daten sind in tabellarischer Form zusammenzufassen. Aberrationen vom Chromatid-Typ (Gaps,
Briiche, Interchanges), Aberrationen vom Chromosomen-Typ (Gaps, Briiche, Minutes, Ringe, dizentri-
sche und polyzentrische -Chromosomen) und die Zah] der aberranten Metaphasen (einschlieflich und
ausschliefflich Gaps) werden getrennt fiir alle behandelten Kulturen und Kontrollkulturen aufgefiihrt.

Die Daten werden anhand geeigneter statistischer Methoden ausgewertet.

ABSCHLUSSBERICHT -

Priifbericht

Der Priifbericht enthilt Informationen iiber:
— Verwendete Zellen;
— Versuchsbedingungen: Zusammensetzung des Mediums, CO,;

— Konzentration, Kultivierungstemperatur, Kultivierungszeit, Dosierung, Behandlungszeit, Dauer der
Behandlung mit dem Spindelgift sowie die jeweilige Konzentration, Art des verwendeten Leberen-
zym-Aktivierungsgemisches, Positiv- und Negativ-Kontrollen;

— Anzahl der Zellkulturen;

— Anzahl der analysierten Metaphasen (getrennte Daten fiir die einzelnen Kulturen);
— Mitoseindex;

— Art und Anzahl der Aberrationen pré behandelte Kultur und pro Kontrollkultur;
— Modalzahl der Chromosomen in den verwendeten etablierten Zellinien;

— Statistische Auswertung;

— Diskussion der Ergebnisse;

— Bewertung der Ergebnisse.
Interpretation

Siche allgemeine Einleitung — Teil B (Punkt C).

LITERATUR

Siehe allgemeine Einleitung — Teil B (Punkt D).
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B. 11. SONSTIGE WIRKUNG — MUTAGENITAT

— IN VIVO — SAUGER KNOCHENMARK — ZYTOGENETISCHER TEST — CHROMOSOMENANALYSE

1. METHODE

1.1. Einleitung

Siehe allgemeine Einleitung — Teil B (Punkt A)

1.2. Definition

Siehe allgemeine Einleitung — Teil B (Punkt B)

1.3. Bezugssubstanzen
Keine.
1.4. Prinzip der Methode

Dieser in vivo-zytogenetische Test ist ein Kurzzeit-Mutagenititstest zum Nachweis von strukturellen
Chromosomenaberrationen. Im allgemeinen werden Chromosomenaberrationen in den ersten Mitosen
nach der Behandlung analysiert. Bei chemischen Mutagenen sind die meisten der induzierten Aberratio-
nen vom Chromatid-Typ. .

Bei dieser Priifmethode werden Siugetiere verwendet, denen die Priifsubstanzen auf geeignetem Wege
verabreicht wird und die zu bestimmten Zeiten getdtet werden, um anschliefend Zellen aus dem
Knochenmark aufzuarbeiten. Die Tiere werden aufSerdem, bevor man sie tétet, mit einem Spindelgift,
z. B. Colchizin behandelt, um Metaphasen (sog. C-Metaphasen) anzureichern. Aus den Zellen werden
luftgetrocknete Chromosomen-Priparate hergestellt und gefirbt. Die- Metaphasen werden mikrosko-
pisch auf das Auftreten von Chromosomenaberrationen untersucht.

1.5. Qualitatskriterien

Keine.
1.6. Beschreibung der Methode
1.6.1. - Vorbereitung

Die Priifsubstanzen werden in physiologischer Kochsalzlosung gelést. Falls hierin unléslich, werden sie
in geeigneten Trigermedien gelost oder suspendiert.

Verwendung finden frisch angesetzte Lésungen der Priifsubstanz.
Wird ein Trigermedium verwendet, um die Dosierung zu erleichtern, so darf es weder mit der
Prifsubstanz reagieren noch toxisch wirken.

1.6.2. Priifbedingungen

1.6.2.1. Versuchstiere

Eingesetzt werden Nagetiere, z. B. Ratten, Miuse oder Chinesische Hamster. Gesunde ausgewachsene
Tiere im jugendlichen Stadium werden randomisiert und den Behandlungs- und Kontrollgruppen
zugeteilt.
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1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.2.5.

1.6.3.

Anzahl und Geschlecht

Mindestens fiinf (5)-weibliche und fiinf (5) méinnliche Tiere werden pro Versuchs- und Kontrollgruppe
eingesetzt. Sieht der Versuchsplan mehrere Aufarbeitungszeiten nach der Behandlung vor, so sind also
10 Tiere pro Aufarbeitungszeit und Gruppe einzusetzen.

Art der Verabreichung

Im allgemeinen sollten die Priifsubstanzen nur einmal verabreicht werden. Auf der Grundlage toxikolo-
gischer Informationen sind wiederholte Behandlungen méglich. Sie sind jedoch nur angebracht, wenn
die Priifsubstanz keine zytotoxischen Auswirkungen auf Zellen des Knochenmarks hat. Ubliche Arten
der Verabreichung sind die orale Applikation oder die intraperitoneale Injektion. Gegebenenfalls eignen
sich auch andere Arten der Verabreichung.

Negativ- und Positiv-Kontrollen

Als Positiv-Kontrollsubstanz wird eine Verbindung eingesetzt, von der bekannt ist, daf8 sie in vivo
Chromosomen-Aberrationen verursacht. Eine Negativ-(Losungsmittel)-Kontrollgruppe ist ebenfalls
Bestandteil jedes Versuchs.

Dosierungen

In der Grundstufe wird eine (1) Dosis der Priifsubstanz verwendet. Dabei handelt es sich um die
maximal vertrigliche Dosis oder eine solche Dosis, die gew1sse Anzelchen von Zytotoxizitit verursacht,
z. B. partielle Mitosehemmung.

Zusitzliche Dosierungen kénnen gewiahlt werden, falls dies aus wissenschaftlichen Griinden angezeigt
erscheint.

-Dient der Test als Methode zur Verifizierung, sollten zumindest zwei weitere Dosierungen emgesetzt

werden.

Versuchsdurchfiihrung

Der Test kann auf zwei verschiedene Weisen erfolgen:

i) Die Tiere werden einmal mit der maximal vertriglichen Dosis behandelt. Die Aufarbeitung erfolgt
zu drei verschiedenen Zeiten nach der Behandlung, Der mittlere Aufarbeitungszeitpunkt ist
24 Stunden nach der Behandlung.

Da die Zellzykluskinetik durch die Priifchemikalie beeinflufit werden kann, erfolgt zusatzlich eine
Aufarbeitung zu einem friiheren und zu einem spiteren Zeitpunkt, und zwar mnerhalb von 6 bis
48 Stunden nach der Behandlung.

Bei zusitzlichen Dosisgruppen der Priifsubstanz sollte die Aufarbeitung zu einem Zeitpunkt héchster
Aberrationshiufigkeit erfolgen. Falls dieser nicht bekannt ist, werden die Tiere 24 Stunden nach der
Behandlung getotet.

ii) Lassen Informationen iiber die Pharmakokinetik und den Metabolismus wiederholte Behandlungen
‘angezeigt erscheinen, sind wiederholte Applikationen méglich. Die Tétung der Tiere sollte dann 6
und 24 Stunden nach der letzten Behandlung erfolgen.

Knochenmarkpriparation

Bevor man die Tiere tétet, wird ihnen intraperitoneal eine geeignete Dosis des Spindelgifts injiziert, um
eine geniigend grofle Zahl an Zellen zu erhalten, die sich in der C-Metaphase befinden. Durch
Herausspiilen mit einer isotonischen Lésung wird das Knochenmark aus beiden Oberschenkeln der
unmittelbar zuvor getéteten Tiere gewonnen. Nach geeigneter hypotonischer Behandlung werden die
Zellen fixiert und nach Lufttrocknung auf Objekttrigern gefirbt.

Analyse

Die Objekttriger werden vor der mikroskopischen Analyse kodiert. Mindestens 50 gut gespreitete
Metaphasen mit vollstindiger Zentromerenzahl werden pro Tier auf strukturelle Chromosomenaberra-
tionen untersucht. Zusitzlich konnen fiir jedes Tier die Mitoseindizes festgestellt werden.



Nr. L 251/136

Amtsblatt der Eurdpdischen Gemeinschaften 19.

9. 84

3.1.

3.2.

DATEN

Die Daten sind in tabellarischer Form zusammenzufassen. Chromatiden- und Isochromatiden-Aberra-
tionen (Gaps, Briiche, Interchanges), die Zahl der aberranten Metaphasen (einschliefflich und
ausschliefllich Gaps) und die Mitoseindizes, wenn ermittelt, werden getrennt fiir alle behandelten Tiere
und Kontrolltiere aufgefithrt. Auflerdem sind fiir jede Versuchs- und Kontrollgruppe die Mittelwerte
und die Standardabweichungen anzugeben. Die Daten werden anhand geeigneter statistischer Methoden
ausgewertet.

ABSCHLUSSBERICHT

Priifbericht

Der Priifbericht enthilt Informationen tiber:

Art und Stamm der verwendeten Tiere; Alter der Tiere;
Zahl der Tiere (minnlich/weiblich) je Versuchs- und Kontrollgruppe;

Versuchsbedingungen: detaillierte Beschreibung der Behandlung bzw. Probeentnahme, Dosierungen,
Dauer der Behandlung mit dem angewendeten Spindelgift sowie die jeweilige Konzentration;

Anzahl der pro Tier analysierten Metaphasen;

Mitoseindex, wenn vorhanden;

Art und Anzah! der Aberrationen, getrennt nach behandelten Tieren und Kontrolltieren;
statistische Auswertung;

Diskussion der Ergebnisse;

Bewertung der Ergebnisse.

Interpretation

Siehe allgemeine Einleitung — Teil B (Punkt C).

LITERATUR

Siehe allgemeine Einleitung — Teil B (Punkt D).
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B. 12. SONSTIGE WIRKUNG — MUTAGENITAT
MIKROKERNTEST

1. ‘ METHODE

1.1. Einleitung -

Siehe allgemeine Einleitung — Teil B (Punkt A).

1.2. Definitionen

Siehe allgemeine Einleitung — Teil B (Punkt B).

1.3. Bezugssubstanzen
Keine.
1.4. Prinzip der Methode

Der Mikrokerntest ist ein Kurzzeit-Test zum Nachweis einer Chromosomenschidigung oder einer
Schidigung des Mitoseapparats durch Chemikalien in vivo. Grundlage dieser Priifung ist ein vermehrtes
Auftreten an Mikrokernen in polychromatischen Erythrozyten behandelter Tiere im Vergleich zu den
Kontrolltieren. Mikrokerne bilden sich aus Chromosomenbruchstiicken oder-ganzen Chromosomen in
proliferierenden Zellen. Wenn sich Erythroblasten zu Erythrozyten entwickeln, wird der Hauptkern
ausgestoflen, wihrend der Mikrokern im Zytoplasma verbleiben kann. Ausgewertet werden daher bei
diesem Test polychromatische Erythrozyten aus dem Knochenmark von . Siugetieren, denen die
Priifsubstanz auf geeignete Weise verabreicht wurde. Das Knochenmark wird extrahiert, Ausstriche
werden angefertigt und gefirbt. Mikroskopisch wird das Vorhandensein von Mikrokernen in polychro-
matischen Erythrozyten untersucht. Zusitzlich wird das Verhiltnis ‘der polychromatischen zu den
normochromatischen Erythrozyten festgestellt.

1.5. Qualititskriterien

Keine.
1.6. Beschreibung der Methode
1.6.1. Vorbereitung

Die Priifsubstanzen werden in physiologischer Kochsalzlosung gelost. Falls. unloslich, werden sie in
geeigneten Trigermedien gelost oder suspendiert. Wird ein Trigermedium verwendet, darf es weder mit
der Priifsubstanz reagieren noch toxisch:wirken. Gewdhnlich finden frisch angesetzte Losungen der
Prifsubstanz Verwendung.

1.6.2. Priifbedingungen

1.6.2.1. Versuchstiere
Es empﬁéhlt sich, Miuse zu verwendén, jedoch konnen auch andere Siugetiere eingesetzt werden.
Gesunde ausgewachsene Tiere im jugendlichen Stadium werden randomisiert und den Behandlungs- und
Kontrollgruppen zugeteilt. )

1.6.2.2. = Anzahl und Geschlecht

Mindestens fiinf (5) weibliche und fiinf (5) mannliche Tiere pro Versuchs- und Kontrollgruppe werden
eingesetzt.
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1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.2.5.

1.6.3.

Sieht der Versuchsplan mehrere Aufarbeitungszeiten nach der Behandlung vor, so werden bei jedem
Aufarbeitungszeitpunkt-10 Tiere pro Gruppe getétet.

Art der Verabreichung

Im allgemeinen sollten Priifsubstanzen nur einmal verabreicht werden. Auf der Grundlage toxikologi-
scher Informationen sind wiederholte Behandlungen méglich. Sie sind jedoch nur angebracht, wenn die
Priifsubstanz keine zytotoxischen Auswirkungen im Knochenmark hat. Ubliche Arten der Verabrei-
chung sind die orale oder die intraperitoneale Injektion. Gegebenenfalls eignen sich auch andere Arten
der Verabreichung.

Negativ- und Positiv-Kontrollen

In jedem Versuch werden sowohl Positiv- als auch Negativ-(Lésungsmittel)-Kontrollen verwendet.

Dosierungen

In der Grundstufe wird eine (1) Dosis der Priifsubstanz verwendet. Dabei handelt es sich um die
maximal vertrigliche Dosis oder um eine solche Dosis, die gewisse Anzeichen von Zytotoxizitit
verursacht, z. B. durch eine Verinderung des Verhiltnisses von polychromatischen zu normochromati-
schen Erythrozyten.

Zusitzliche Dosierungen konnen gewiahlt werden, falls dies aus wissenschaftlichen Griinden als
angezeigt erscheint.

Dient der Test als Methode zur Verifizierung, sollten zumindest zwei weitere Dosierungen eingesetzt
werden.

Versuchsdurchfiihrung

Der Test kann auf zwei verschiedene Weisen erfolgen:

i) Die Tiere werden einmal mit der maximal vertraglichen Dosis behandelt. Die Aufarbeitung sollte
zum Zeitpunkt der groften Mikrokernhiufigkeit erfolgen. Da dies je nach Priifsubstanz variieren
kann, erfolgt die Aufarbeitung bei der Verwendung der hochsten Dosis in geeigneten Abstinden
mindestens zu drei verschiedenen Zeiten. Der fritheste Zeitpunke ist 12 Stunden, der spiteste ist
72 Stunden nach der Behandlung. -

Werden zusitzliche Dosierungen verwendet, sollte das Knochenmark zum Zeitpunkt der héchstmég-
lichen Mikrokernhaufigkeit entnommen werden oder, falls dieser nicht bekannt ist, 24 Stunden nach
der Behandlung.

ii) Lassen Informationen iiber die Pharmakokinetik und den Metabolismus wiederholte Behandlungen
angezeigt erscheinen, sind wiederholte Applikationen moglich. Die Aufarbeitung sollte dann
mindestens zu drei verschiedenen Zeiten erfolgen, frithestens 12 Stunden nach der letzten Behand-
lung, dann in geeigneten Zeitabstinden, jedoch nicht spéter als 72 Stunden nach der Behandlung.

Knochenmarkspriparation

Durch Herausspiilen mit fetalem Kilberserum wird das Knochenmark aus beiden Oberschenkeln der
unmittelbar zuvor getdteten Tiere gewonnen. Die Sedimentierung der Zellen erfolgt durch Zentrifugie-
rung, der Uberstand wird verworfen. Tropfen der homogenen Zellsuspension trigt man auf Objekt-
trager auf, fertigt Ausstriche an und farbt sie nach Lufttrocknung.

Analyse

Die Objekttriger werden vor der mikroskopischen Analyse kodiert. Mindestens 1 000 polychromatische
Erythrozyten pro Tier werden zur Bestimmung der Haufigkeit der Mikrokerne analysiert.

Das Verhiltnis von normochromatischen zu polychromatischen Erythrozyten wird fiir jedes einzelne
Tier durch Auszihlen von insgesamt 1 000 Erythrozyten bestimmt.
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2.  DATEN

Die Daten werden in Tabellen zusammengestellt. Die Zahl der ausgewerteten polychromatischen

Erythrozyten, die Zahl der polychromatischen Erythrozyten mit Mikrokernen und die Prozentzahl der

Zellen mit Mikrokernen und das Verhiltnis von normochromatischen zu polychromatischen Erythrozy-

ten werden getrennt fiir alle behandelten Tiere sowie Kontrolltiere aufgefiihrt. Aufferdem sind fiir jede

Versuchs- und Kontrollgruppe die Mittelwerte und die Standardabweichungen anzugeben. Die Daten
_ werden anhand geeigneter statistischer Methoden ausgewertet.

3. ABSCHLUSSBERICHT

3.1. Priifbericht

Der Priifbericht enthilt Informationen tber:
— Tierart und Stamm der verwendeten Tiere; Alter der Tiere;
— Zahl der Tiere (mannlich/weiblich) je Versuchs- und Kontrollgruppe;

— Versuchsbedingungen: detaillierte Beschreibung der Behandlung und Probeentnahme, Dosierungen,
Toxizitatsdaten, Negativ- und Positiv-Kontrollen;

— Kiriterien zur Klassifizierung der Mikrokerne;
— wenn moglich, Dosis-Wirkungs-Beziehung;
— statistische Auswertung;

— Diskussion der Ergebnisse;

— Bewertung der Ergebnisse.
3.2, Interpretation

Siehe allgemeine Einleitung — Teil B (Punkt C);

4. LITERATUR

Siehe allgemeine Einleitung — Teil B (Punkt D).
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.1.1.

1.6.1.2.

B. 13. SONSTIGE WIRKUNGEN — MUTAGENITAT

ESCHERICHIA COLI — RUCKMUTATIONSVERSUCH

METHODE

Einleitung

Siehe allgemeine Einleitung — Teil B (Punkt A).

Definition

Siehe allgemeine Einleitung — Teil B (Punkt B).

Bezugssubstanzen

Keine.

Prinzip der Methode

Das E. coli Tryptophan (trp)-Reversionssystem ist ein mikrobielles System, in dem durch Chemikalien
induzierte trp~ —trp*+ — Reversion gemessen wird. Diese Mutation beruht auf Basenverinderungen im
Genom des Bakteriums.

Die Bakterien werden der Priifsubstanz mit und ohne Zusatz eines stoffwechselaktivierenden Systems
exponiert. Nach einer geeigneten Inkubationszeit auf einem Minimalmedium werden die Revertan-
ten-Kolonien ausgezihlt. Sie werden mit der Zahl der Spontan-Revertanten verglichen, die in einer

- unbehandelten und einer nur mit einem Lésungsmittel versehenen Kontrollkultur auftreten.

Qualititskriterien

Keine.

Beschreibung der Methode
Folgende Methoden kénnen zur Durchfiihrung des Versuchs verwendet werden: (1) Die Vorinkuba-

tionsmethode und (2) der direkte Plattentest; hierbei werden Bakterien und Priifsubstanz mit Top-Agar
vermischt und auf die Oberfliche einer Selektiv-Agarplatte verteilt.

Vorbereitung

Bakterien

Bakterien werden bei 37 °C bis zur spiten exponentiellen bzw. zur friihen stationiren Phase geziichtet.
Die Zelidichte sollte ewa 103 — 109 pro ml betragen.

Metabolisc;he Aktivierung

Die Bakterien sollten gegeniiber der Priifsubstanz exponiert werden, und zwar sowohl mit und ohne
Zusatz eines aus Siugetierlebern gewonnenen stoffwechselaktivierenden Systems (post-mitochondriale
Fraktion mit Co-Faktorzusatz). Diese wird aus Miusen bzw. Ratten gewonnen, die mit enzyminduzie-
renden Stoffen vorbehandelt wurden. :
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1.6.2. Versuchsbedingungen

1.6.2.1. Versuchsstimme

Drei Stimme, WP2, WP2 uvr A und ‘WP2 uvr A pKM 101 sollten verwendet werden. Anerkannte
Methoden fiir die Kultivierung und Lagerung von Stammkulturen sind anzuwenden. Die Wachstumsbe-
dingungen und die genetischen Eigenschaften der Stimme, ihre Empfindlichkeit gegeniiber UV-Strahlen
oder Mitomycin C-sowie die Resistanz des Stammes WP2 uvr A pKM 101 gegeniiber Ampicillin sind zu
iiberpriifen. Die Zah! der Spontan-Revertanten sollte fiir alle Stimme im Rahmen der erwarteten
normalen Streubreiten liegen.

| 1.6.2.2. Medien

Ein geeignetes Selektiv-Medium fiir das Wachstum und die Selektion der Mutanten wird zusammen mit
einem adidquaten Top-Agar verwendet.

1.6.2.3. Verwendung von Negativ- und Positiv-Kontrollen

‘ Sowohl unbehandelte als auch mit Lésungsmitteln versetzte Kontrollkulturen miissen gleichzeitig
i angelegt werden. Positiv-Kontrollen miissen fiir die folgenden beiden Zwecke durchgefiihrt werden:

i) Bestatigung der Sensibilitit der Bakterienstimme: Hierfir kénnen Methylmethansulphonat,
4-Nitroquinolinoxid bzw. Athylnitrosoharnstoff -als Positiv-Kontrollsubstanzenfiir Versuche ohiie
metabolische Aktivierung verwendet werden. -

ii) Nachweis der Aktivitit des entsprechenden stoffwechselaktivierenden Systems:
2-Aminoanthracen ist als Positiv-Kontrollsubstanz fiir die Uberpriifung der Aktivitit eines metabo-
lisierenden Systems fiir alle Stimme geeignet. Falls verfiigbar, sollte eine Positiv-Kontrolle mit einer

Substanz durchgefithrt werden, die der gleichen chemischen Stoffklasse wie die Priifsubstanz
angehort. - . :

1.6.2.4. Konzentration der Prifsubstanz pro Platte

Es werden mindestens fiinf verschiedene Konzentrationen der Priifsubstanz eingesetzt, die durch
halblogarithmische Abstinde voneinander verschieden sind. Die Substanzen werden bis zur Grenze ihrer
Léslichkeit bzw. Toxizitat gepriift.

Die Toxizitit wird durch eine Reduzierung der Zahl der spontanen Revertanten, durch vermindertes
Hintergrundwachstum bzw. anhand des Uberlebens der Bakterien in behandelten Kulturen nachgewie-
sen. Nichttoxische Substanzen sollten bis zur Konzentration von 5§ mg/Platte gepriift werden, bevor sie
als negativ zu betrachten sind.

1.6.2.5. Inkubationsbedingungen

Die Platten werden bei 37 °C 48 bis 72 Stunden lang inkubiert.

1.6.3. Versuchsdurchfiihrung

‘ Beim direkten Plattentest ohne metabolische Aktivierung werden Priifsubstanz und 0,1 ml einer frischen

r : Bakterienkultur zu 2,0 ml Top-Agar gegeben. Bei Tests mit metabolischer Aktivierung werden 0,5 ml

| , eines Leberenzym-Aktivierungsgemisches mit einer adiquaten Menge einer post-mitochondrialen Frak-
tion zu dem Top-Agar gegeben, nachdem die Priifsubstanz und Bakterien hinzugefiigt wurden. Der
Inhalt eines jeden Réhrchens wird gemischt und auf der Oberfliche einer Selektiv-Agarplatte verteilt.
Nach dem Verfestigen des Top-Agars werden die Platten bei 37 °C 48 bis 72 Stunden lang inkubiert.
Nach Ablauf der Inkubationszeit werden die Revertanten-Kolonien pro Platte ausgezihlt.
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Bei der Vorinkubationsmethode wird ein Gemisch aus der Priifsubstanz, 0,1 ml einer frischen
Bakterienkultur, einer adiquaten Menge eines Leberenzym-Aktivierungsgemisches bzw. einer gleichen
Menge einer Pufferlésung hergestellt und vorinkubiert, bevor 2,0 m! des Top-Agars beigegeben werden.
Der weitere Ablauf unterscheidet sich nicht von der Methode des direkten Plattentests.

Bei beiden Verfahren sind mindestens drei Platten pro Konzentration einzusetzen.

2. DATEN

Die Zahlen der Revertanten-Kolonien pro Platte werden sowoh! fiir Kontrollen als auch fiir Priifsub-
stanz-Serien angegeben. Die Einzel- und Mittelwerte der Revertanten-Kolonien pro Platte sowie die
Standardabweichungen sollten sowohl fiir die gepriifte Substanz als auch fiir die Kontrollen angegeben
werden. '

Alle Ergebnisse sind in einem unabhingigen Versuch zu bestitigen. Die Auswertung der Daten sollte
unter Verwendung geeigneter statistischer Methoden erfolgen.

3. . ABSCHLUSSBERICHT

3.1. Prifbericht

Der Priifbericht enthilt Informationen iiber:
— Bakterien, verwendeter Stamm;

— Versuchsbedingungen: Konzentrationen, Toxizitit, Zusammensetzung der Medien, Methodik (Vor-
inkubation-— Inkubation);

— metabolisierendes System; Referenzsubstanz und Negativ-Kontrollen;

— Zahl der Kolonien pro Platte — Mittelwert der Revertanten-Kolonien pro Platte — Standardabwei-
chung — Dosis-Wirkungs-Beziehung, falls méglich;

— Diskussion der Ergebnisse;

— Bewertung der Ergebnisse.
3.2, Bewertung und Interpretation

Siehe allgemeine Einleitung — Teil B (Punkt C).

4. LITERATUR

Siehe allgemeine Einleitung — Teil B (Punkt D).
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B. 14. SONSTIGE WIRKUNGEN — MUTAGENITAT
SALMONELLA TYPHIMURIUM — RUCKMUTATIONSVERSUCH

1. METHODE

1.1. Einleitung

Siehe allgemeine Einleitung — Teil B (Punkt A).

1.2. Definitionen

Siehe allgemeine Einleitung — Teil B (Punkt B).

1.3. Bezugssubstanzen
Keine.
1.4. Prinzip der Methode

Das Salmonella typhimurium-Histidin (bis-Reversionssystem ist ein mikrobielles System, in dem durch
Chemikalien induzierte his — — his + — Reversion gemessen wird, die auf Basensubstitionen bzw.
Rasterschubmutationen im Genom des Bakteriums beruhen.

Die Bakterien werden der Priifsubstanz sowohl mit und ohne Zusatz eines stoffwechselaktivierenden
Systems exponiert und auf ein Minimalmedium plattiert. Nach einer geeigneten Inkubationszeit werden
die Revertanten-Kolonien ausgezihit. Sie werden mit der Zahl der Spontan-Revertanten verglichen, die
in einer unbehandelten und einer nur mit einem Loésungsmittel versehenen Kontrollkultur auftreten.

1.5. Qualitiitskriterien

Keine.
1.6. Beschreibn;nig der Methode
1.6.1. Vorbereitung
1.6.1.1. Bakterien

Frisch hergestellte Bakterienkulturen werden bei 37 °C bis zur spiten exponentiellen bzw. frithen
stationiren Wachstumsphase geziichtet. Die Zelldichte sollte etwa 108 — 10° pro ml betragen.

1.6.1.2. Metabolische Aktivierung

Die Bakterien sollten gegeniiber der Priifsubstanz exponiert werden, und zwar mit und ohne Zusatz
| eines aus Sidugetierleber gewonnenen stoffwechselaktivierenden Systems (post-mitochondriale Fraktion
| im Co-Faktorzusatz). Diese wird aus Miusen oder Ratten gewonnen, die mit enzyminduzierenden
| Stoffen vorbehandelt wurden.

| 1.6.2. Versuchsbedingungen

1.6.2.1. Versuchsstimme

. Mindestens vier Stimme, TA 1535, TA 1537, TA 98 und TA 100 sind zu verwenden. Andere Stimme
1 wie TA 1538 konnen zusitzlich benutzt werden. Anerkannte Methoden fiir die Kultivierung und
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1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.2.5.

1.6.3.

Lagerung von Stammkulturen missen angewendet werden. Die Wachstumsbedingungen und die
genetischen Eigenschaften der Stamme, ihre Empfindlichkeit gegeniiber UV-Strahlen und Kristallviolett
sowie ihre Resistenz gegeniiber Ampicillin sind zu tiberpriifen. Die Zahl der Spontan-Revertanten sollte
fiir alle Stimme im Rahmen der erwarteten normalen Streubreiten liegen.

Medien

Ein geeignetes Selektiv-Medium ist in Kombination mit einem adiquaten Top-Agar (Weich-Agar) zu
verwenden. '

Verwendung von Negativ- und Positiv-Kontrollen

Sowohl unbehandelte als auch mit Lésungsmittel exponierte Kontrollkulturen miissen gleichzeitig
angelegt werden. ¥

Positiv-Kontrollen miissen fiir die folgenden beiden Zwecke durchgefithrt werden:

i) Bestitigung der Sensibilitit der Bakterienstimme: Hierfiir kénnen folgende Stoffe fiir Versuche ohne
metabolische Aktivierung verwendet werden:

Stamm: revertiert mit:
TA 1535, TA 100 Natriumazid,
TA 1538, TA 98 2-Nitrofluoren,
TA 1537 . 9-Aminoacridin;

ii) Nachweis der Aktivitit des geeigneten metabolisierenden Systems:

2-Aminoanthracen ist als Positiv-Kontrollsubstanz fiir die Uberpriifung der Aktivitit eines metabo-
lisierenden Systems fiir alle Stimme geeignet. Falls verfiigbar, sollte eine Positiv-Kontrolle mit einer
Substanz durchgefithrt werden, die der gleichen chemischen Stoffklasse wie die Priifsubstanz
angehort.

Konzentration der Priifsubstanz pro Platte

Es werden mindestens fiinf verschiedene Konzentrationen der Priifsubstanz eingesetzt, die durch
halblogarithmische Abstiinde voneinander verschieden sind. Die Substanzen werden bis zur Grenze ihrer
Loslichkeit bzw. Toxizitat gepriift. Die Toxizitdt wird durch eine Reduzierung der Zahl spontaner
Revertanten durch vermindertes Hintergrundwachstum bzw. anhand des Uberlebens der Bakterien in
behandelten Kulturen nachgewiesen. Nichttoxische Substanzen sollten bis zu einer Konzentration von
5 mg/Platte gepriift werden, bevor sie als negativ zu betrachten sind.

Inkuba;ionsbedingung_en

Die Platten werden bei 37 °C 48 bis 72 Stunden lang inkubiert.

Versuchsdurchfithrung

Beim direkten Plattentest ohne metabolische Aktivierung werden Priifsubstanz und 0,1 ml einer frischen
Bakterienkultur zu 2,0 ml Top-Agar gegeben. Bei Tests mit metabolischer Aktivierung werden 0,5 ml
eines Leberenzym-Aktivierungsgemisches mit einer adiquaten Menge einer post-mitochondrialen Frak-
tion zu dem Top-Agar gegeben, nachdem die Priifsubstanz und Bakterien hinzugefiigt wurden. Der
Inhalt eines jeden Réhrchens wird gemischt und auf der Oberfliche einer Selektiv-Agarplatte verteilt.
Nach dem Verfestigen des Top-Agars werden die Platten bei 37 °C 48 bis 72 Stunden lang inkubiert.
Nach Ablauf der Inkubationszeit werden die Revertanten-Kolonien pro Platte ausgezihit.

Bei der Vorinkubationsmethode wird ein Gemisch aus der Priifsubstanz, 0,1 ml einer frischen
Bakterienkultur, einer adiquaten Menge eines Leberenzym-Aktivierungsgemisches oder einer gleichen
Menge einer Pufferlosung hergestellt und vorinkubiert, bevor 2,0 ml des Top-Agars beigegeben werden.
Der weitere Ablauf unterscheidet sich nicht von der Methode des direkten Plattentests.

Bei beiden Verfahren sind mindestens drei Platten pro Konzentration einzusetzen.
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DATEN

Die Zahlen der Revertanten-Kolonien pro Platte werden sowohl fiir Kontrollen als auch fiir Priifsub-
stanz-Serien angegeben.

Die Einzel- und Mittelwerte der Revertanten-Kolonien pro Platte sowie die Standardabweichungen
sollten sowohl fiir die gepriifte Substanz als auch fiir die Kontrollen angegeben werden.

Alle Ergebnisse sind in einem unabhiingigen Versuch zu bestitigen.

Die Auswertung der Daten sollte unter Verwendung geeigneter statistischer Methoden erfolgen.

ABSCHLUSSBERICHT

Priifbericht

‘ Der Priifbericht enthilt Informationen iiber:

Bakterien, verwendeter Stamm;

Versuchsbedingungen: Konzentrationen, Toxizitit, Zusammensetzung der Medien, Methoden
(Vorinkubation — Inkubation, metabolisierendes System), Referenzsubstanzen — Negativ-
Kontrollen;

Zahl der Kolonien pro Platte — Mittelwert der Revertanten-Kolonien pro Platte — Standardab-
weichung — Dosis-Wirkungs-Beziehung, falls moglich;

Diskussion der Ergebnisse;

Bewertung der Ergebnisse.

Interpretation

Siehe allgemeine Einleitung — Teil B (Punkt C).

LITERATUR

Siehe allgemeine Einleitung — Teil B (Punkt D).
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C: METHODEN ZUR BESTIMMUNG DER OKOTOXIZITAT
C. 1. AKUTE TOXIZITAT FUR FISCHE
1. METHODE

1.1. Einleitung

Soweit wie moglich sollten Angaben tber die Wasserloslichkeit, den Dampfdruck, die chemische
Stabilitit, die Dissoziationskonstante und die biologische Abbaubarkeit der Priifsubstanz vorhanden
sein, um die Auswahl der am besten geeigneten Priifmethode (statisch, semistatisch oder im Durchflufd)
zur Sicherstellung ausreichend konstanter Konzentrationen der Priifsubstanz wihrend des gesamten
Prifzeitraums zu erleichtern.

Weitere erforderliche Angaben, wie z. B.. Strukturformel, Reinheitsgrad, Art und Prozentanteil
signifikanter Verunreinigungen, Vorhandensein und Menge von Zusitzen, sowie der n-Oktanol/
Wasser-Verteilungskoeffizient sind sowohl bei der Planung als auch bei der Interpretation der Priif-
ergebnisse zu beriicksichtigen.

1.2. Definitionen und Einheiten

Unter akuter Toxizitit wird die deutlich erkennbare schidigende Wirkung verstanden, die in einem
Organismus innerhalb kurzer Zeit (Tage) durch Einwirkung (Exposition) eines Stoffes hervorgerufen
wird. In der vorliegenden Priifung wird die akute Toxizitit als die mittlere tédliche (letale) Konzentra-
tion (LCgq) ausgedriickt, das ist die Konzentration im Wasser, die 50 % einer Priifgruppe von Fischen
innerhalb einer anzugebenden ununterbrochenen Einwirkungsdauer tétet.

Alle Konzentrationen der Prifsubstanz sind in Gewicht/Volumen (mg/1) und in Gewichtsanteilen (ppm)
anzugeben.

1.3. Referenzsubstanzen

Eine Referenzsubstanz kann gepriift werden, um nachzuweisen, daf§ sich die Reaktion des Priifsystems
unter den Priifbedingungen der Priifeinrichtung nicht wesentlich geandert hat.

Referenzsubstanzen sind fiir diesen Test noch nicht festgelegt.

1.4, Prinzip der Methode

Die Fische werden der (den) dem Wasser zugesetzten Priifsubstanz(en) fiir einen Mindestzeitraum von
48 Stunden, vorzugsweise aber von 96 Stunden, ausgesetzt. Die Mortalititen werden mindestens alle
24 Stunden erfafst und — soweit moglich — bei jeder Beobachtung auch die Konzentrationen berechnet,
die 50 % der Fische toten (LCgp).

1.5. Qualititskriterien

Die Mortalitit darf bei den Kontroll-Priifsystemen am Ende der Priifung 10° % nicht iiberschreiten.

Die Sauerstoffkonzentration muff iiber die gesamte Priifdauer mehr als 60 % des Luftsauerstoff-Sitti-
gungswerts betragen haben.

Durch Analysen, chemische Eigenschaften oder durch das verwendete Priifverfahren ist sicherzustellen,
dafl die Konzentration der Priifsubstanz ausreichend aufrechterhalten wurde (z. B. bis zu 80 % der
Ausgangskonzentration wihrend des gesamten Priifzeitraums). '



19.9. 84

Amtsblatt der Europdischen Gemeinschaften Nr. L 251/147

1.6.

1.6.1.

1.6.1.1.

1.6.1.2.

1.6.2.

Beschreibung der Methode ‘
Fiir die Durchfiihrung der Priifung aufgrund der vorliegenden Methode sind drei Verfahren méglich:

Statisches Verfahren:

Das Priifmedium wird wihrend der Priifdauer nicht erneuert.

Semistatisches Verfahren:

Das Priffmedium wird regelmiflig nach einem lingeren Zeitraum (z. B. 24 Stunden) vollstindig
ausgewechselt.

Durchfluf-Verfahren:

Das Priiffmedium wird stindig erneuert, wobei die Priifsubstanz mit dem Wasser fiir die Erneuerung des
Priifmediums eingebracht wird.

Reagenzien

Losungen der Priifsubstanzen

Die Stammansitze in den erforderlichen Konzentrationen werden durch Lésung der Priifsubstanz in
deionisiertem Wasser oder Wasser entsprechend 1.6.1.2 hergestelit.

Stammansitze von Priifsubstanzen mit geringer Wasserloslichkeit konnen durch Ultraschalldispersion
oder — falls erforderlich — durch Verwendung organischer Ldsungsmittel, emulgierender oder
dispergierender Mittel hergestellt werden. Werden derartige Trigerstoffe verwendet, miissen die Fische
in der Kontrolle derselben Konzentration an Trigerstoffen ausgesetzt werden, wie sie fiir die hochste
Priifkonzentration verwendet wurde.

Die Konzentration derartiger Tragerstoffe darf 0,1 g/l nicht tiberschreiten.

Die gewahlten Priifkonzentrationen werden durch Verdiinnung des Stammansatzes zubereitet. Werden
hohe Konzentrationen gepriift, kann die Priifsubstanz unmittelbar im Verdiinnungswasser gelést
werden.

Die Priifung ist ohne eine Einstellung des pH-Wertes durchzufithren. Gibt es Anzeichen fir eine
deutliche Anderung des pH-Wertes, wird empfohlen, die Priifung mit einer pH-Wert-Einstellung zu
wiederholen und die Ergebnisse entsprechend zu protokollieren. In diesem Fall ist der pH-Wert des
Stammansatzes auf den pH-Wert des Verdiinnungswassers einzustellen, falls nicht bestimmte Griinde
dagegen sprechen. Hierzu sind moglichst HCl und NaOH zu verwenden. Die pH-Wert-Einstellung mufd
so erfolgen, daf sich die Konzentration der Priifsubstanz im Stammansatz nicht wesentlich 4dndert. Sollte
sich durch die Einstellung eine chemische Reaktion oder eine physikalische Ausfillung der Priifsubstanz
ergeben, so muf diese Beobachtung im Priifbericht protokolliert werden.

Hilterungs- und Verdiinnungswasser

Verwendet werden kann Leitungswasser (Trinkwasser) (nicht verunreinigt durch schidliche Konzentra-
tionen an Chlor, Schwermetallen oder anderen Substanzen), einwandfreies natiirliches Wasser oder
zubereitetes Wasser (siche Anlage 1).

Am besten geeignet ist Wasser mit einer Gesamthirte zwischen 50 und 250 mg/1 (bezogen auf CaCO3)
und einem pH-Wert zwischen 6,0 und 8,5.

Gerdte

3

Alle Gerite miissen aus chemisch inertem Material bestehen:
— Einrichtungen zur automatischen Verdiinnung (fiir das Durchflufl-Verfahren);
— Sauerstoffmefgrit; »

— Gerit zur Bestimmung der Wasserhirte;

— geeignetes Gerit zur Temperaturmessung;

— pH-Mefgerit.
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1.6.3.

o

1.6.3.1.

1.6.3.2.

1.6.4.

1.6.5.

Priiforganismen
Die Auswahl von einer oder mehreren Arten liegt im Ermessen der Priifeinrichtung.

Es wird empfohlen, die verwendeten Arten nach so wichtigen praktischen Kriterien wie ihrer
Verfigbarkeit im ganzen Jahr, ihrer problemlosen Hilterung, ihrer Eignung fiir Priifzwecke, ihrer
relativen Empfindlichkeit sowie anderen 6konomisch, biologisch oder 6kologisch bedeutsamen Fakto-
ren auszuwihlen. Die Fische miissen in guter gesundheitlicher Verfassung sein und diirfen keine
offensichtlichen Miflbildungen aufweisen.

Fiir die Priifung empfohlene Fischarten sind in Anlage 2 aufgefiihrt.

Hilterung

Die Fische sollten moglichst aus einer einzigen Charge bei etwa gleicher Linge und gleichem Alter
stammen. Sie miissen mindestens 12 Tage unter folgenden Bedingungen gehiltert werden:

Behiilter:

Empfohlen werden mindestens 300 | fassende Behilter fiir Kaltwasserfische, mindestens 100 1 fassende
Behilter fiir Warmwasserfische;

Besatz:

Entsprechend dem Verfahren (Umwilzanlage oder Durchfluff) und der Fischart;

Wasser:

Siehe 1.6.1.2;

Beleuchtung:

12 bis 16 Stunden Beleuchtungsdauer taglich;

Konzentrationen an geldstem Sauerstoff:

- Mindestens 80 % des Luftsauerstoff-Sittigungswerts;

Fitterung:

Dreimal wochentlich oder tiglich, Aussetzung der Fiitterung 24 Stunden vor Beginn der Priifung.

Mortalitit

Nach einer Eingewéhnungszeit von 48 Stunden wird die Mortalitit unter Anwendung folgender
Kriterien erfafit: ’

— bei mehr als 10 % der Population in sieben Tagen:
die Charge ist nicht verwendbar fiir den Test;

— zwischen § und 10 % der Population:

die Hilterungszeit ist weitere sieben Tage fortzusetzen. Treten keine weiteren Sterbefille auf, ist die
Charge fiir die Priifung verwendbar, ansonsten nicht;

— bei 5 % und weniger der Population:
die Charge ist fiir die Priifung verwendbar.

Anpassung
Alle Fische*sind fiir eine Mindestdauer von sieben Tagen vor ihrem Einsatz in der Priifung in Wasser

derselben Qualitdt und bei der gleichen Temperatur einzusetzen, wie es in der Priifung verwendet
wird.

Durchfiibrung der Priifung

Ein Vorversuch kann der eigentlichen Priifung vorangehen. Dieser Vorversuch liefert Informationen
iiber den in der eigentlichen Priifung zu verwendenden Konzentrationsbereich.
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Zusitzlich zu den Konzentrationen der Priifsubstanz ist eine Kontrolle mit dem Trigerstoff, falls einer
verwendet wird, aber ohne die Priifsubstanz einzusetzen.

Die Konzentrationen sollen wihrend der Priifdauer nicht um mehr als 20 % absinken. In Abhingigkeit
von den physikalischen und chemischen Eigenschaften der- Priifsubstanz ist zur Erfiillung dieser
Anforderung eine Priffung in einem statischen semistatischen oder Durchflufl-Verfahren auszuwihlen.
Die Fische werden der Priifsubstanz wie im folgenden beschrieben ausgesetzt:

Dauer:

Mindestens 48 Stunden, aber vorzugsweise 96 Stunden;

Anzahl der Tiere:

Mindestens 10 je Konzentration;

Behilter: '

Geeignetes Fassungsvermégen im Verhaltnis zum empfohlenen Besatz;

Besatz:

Als Hochstbesatz werden im statischen und semistatischen Verfahren 1,0 g/1 empfohlen; im Durch-
fluR-Verfahren ist ein hoherer Besatz méglich;

Priifkonzentration:

Eine Kontrolle und mindestens fiinf Konzentrationen, die sich durch einen konstanten Faktor unter-
scheiden, der 1,8 nicht tberschreiten darf, und die den Bereich von 0. % bis 100 % Mortalitit
umfassen;

Wasser:

Siehe 1.6.1.2;

Beleuchtung:
12 bis 16 Stunden Beleuchtungsdauer taglich;

Temperatur:

Entsprechend der Fischart (Anlage 2), jedoch innerhalb + 1 °C bei jeder einzelnen Priifung;

Konzentration an geléstem Sauerstoff:

Nicht unter 60 % des Luftsauerstoff-Sittigungswerts bei der gewahlten Temperatur;

Futterung:

Keine.

Die Fische werden nach den ersten 2 — 4 Stunden und mindestens alle 24 Stunden beobachtet. Ein Fisch
gilt als tot, wenn bei Berithrung des Schwanzansatzes keine Reaktion erfolgt und wenn keine
Atembewegungen erkennbar sind. Tote Fische sind, sobald sie bemerkt werden, zu entfernen und
entsprechend zu protokollieren.

Fir den Prisfbericht sind aufferdem weitere sichtbare Verinderungen zu erfassen (z. B. Gleichgewichts-
verlust, Anderungen des Schwimmverhaltens, der Atmung, der Pigmentierung usw.).

Messungen des pH-Werts, des Gehaltes an geldstem Sauerstoff und der Temperatur miissen tiglich
erfolgen.

DATEN UND AUSWERTUNG.

Die Mortalitit fiir jede empfohlene Expositionsdauer wird auf Wahrscheinlichkeitspapier (mit logarith-
mischer Einteilung) gegen die Konzentration aufgetragen. Die Punkte sind nach Augenmaf8 durch eine
Gerade zu verbinden. Die Konzentration, die einer 50%igen Wirkung entspricht, ist abzulesen (siehe
Abbildung in Anlage 3).
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Dieser Wert entspricht der LCsy, fiir die entsprechende Expositionsdauer.

Wenn die Daten es zulassen, 148t sich die LCgy und ihr Vertrauensbereich (P = 0,05) nach Standard-
verfahren ermitteln.

Der LCso-Wert ist auf eine (hochstens zwei) signifikante Stelle(n) zu runden.

Sollte der Verlauf der Konzentrations-Wirkungs-Kurve fiir eine Berechnung der LCs, zu steil sein, so
reicht eine graphische Abschitzung dieses Wertes.

Ergeben zwei unmittelbar aufeinanderfolgende Konzentrationen, die sich durch den Faktor 1,8

~ unterscheiden, 0 % und 100 % Mortalitit, so werden diese beiden Werte zur Angabe des Bereiches, in

den die LCj;q féllt, herangezogen.

Wird beobachtet, daf die Stabilitit oder Homogenitit der Priifsubstanz nicht aufrechterhalten werden
kann, so ist dies im Priifbericht mitzuteilen und bei der Interpretation der Ergebnisse entsprechend zu
beriicksichtigen.

ABSCHLUSSBERICHT

Der Priifbericht enthilt:

— Angaben iiber die verwendeten Organismen (wissenschaftlicher Name, Stamm, Ziichter oder
Bezugsquelle, Vorbehandlungen, Gréfle und Anzahl in den einzelnen Priifkonzentrationen);

— Liste der verwendeten Konzentrationen, sowie alle vorhandenen Informationen tber die Stabilitat
der Priifsubstanz in den verwendeten Konzentrationen;

— Beschreibung der Priifgerite;
— bei Durchfithrung chemischer Analysen, Angabe der verwendeten Methoden und die Ergebnisse;

— Herkunft des Verdinnungswassers und wichtigste chemische Eigenschaften (pH-Wert, Hirte,
Temperatur);

— Konzentration aller Trigerstoffe;

— bei Substanzen mit geringer Wasserléslichkeit, Angabe der Methode zur Herstellung des Stamman-
satzes und der Priifldsungen;

— Griinde fiir die Auswahl und Einzelheiten der Durchfihrung der Prifung (z. B. Priifdauer, statisch,
semistatisch, Dosierungsrate, Durchfluffrate, ob beliiftet, Fischbesatz usw.);

— Beleuchtungsverhiltnisse;
— hochste eingesetzte Priifkonzentration ohne Mortalitit im Priifzeitraum;
— niedrigste eingesetzte Priifkonzentration mit 100 % Mortalitit im Priifzeitraum;

— kumulative Mortalitit bei jeder Konzentration und in der Kontrolle (gegebenenfalls auch in der
Kontrolle mit dem Trigerstoff) zu den empfohlenen Beobachtungszeitpunkten;

— LCgo-Werte fiir jeden empfohlenen Beobachtungszeitpunkt (méglichst mit 95 %-Vertrauens-
bereich);

— verwendete statistische Verfahren zur Bestimmung der LCgy-Werte;
— graphische Darstellung der Konzentrations-Wirkungs-Kurve am Ende der Priifung;
— wenn moglich die Steigung und 95 %-Vertrauensbereich;

— Konzentration des gelésten Sauerstoffs, pH-Werte, Temperatur ‘in den Priflsungen alle 24
Stunden;

— bei Verwendung einer Referenzsubstanz Angabe der Erg}ebnisse;

— Nachweis, dafl die Qualititskriterien erfiillt sind.

LITERATUR

(1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 203, Decision of the Council, C(81) 30 Final.
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Anlage 1

Zubereitetes Wasser

Beispiel fiir ein geeignetes Verdiinnungswasser
Alle Chemikalien miissen analysenrein sein.

Das Wasser mufl einwandfreies destilliertes oder deionisiertes Wasser mit einer Leitfihigkeit von
weniger als § uScm~1 sein.

Stammlosung:

CaCl, + 2H,0 Calciumchlorid Dihydrat . 11,76 g;
in Wasser losen und auf 1 Liter Wasser auffillen

MgSO, - 7H,0 Magnesiumsulfat Heptahydrat 493 g;
gleiches Verfahren

NaHCOj; Natriumhydrogencarbonat 2,59g;
gleiches Verfahren

KC! Kaliumchlorid 0,23 g;

gleiches Verfahren.

Zubereitetes Verdiinnungswasser
Je 25 ml der vier Stamml6sungen mischen und mit Wasser auf 1 Liter auffillen.

Solange beliiften, bis die Konzentration an geléstem Sauerstoff dem Luftsauerstoff-Sittigungswert
entspricht.

| Der pH-Wert muf$ 7,9 + 0,3 betragen.
} Falls erforderlich, ist der pH-Wert mit NaOH (Natriumhydroxid) oder HCl (Salzsiure) einzustellen.
Dieses Verdiinnungswasser lifft man 12 Stunden stehen; eine weitere Beliiftung ist nicht erforderlich.

Die Summe der Ca- und Mg-Ionen in dieser Lééung betrigt 2,5 mmol/l. Das Verhiltnis der Ca- zu den
Mg-Ionen betrigt 4 : 1 und das der Na- zu den K-Ionen 10 : 1. Die Gesamtalkalinitdc dieser Lésung
liegt bei 0,8 mmol/l.

Eine abweichende Zubereitung des Verdiinnungswassers darf die Zusammensetzung oder die Eigen-
schaften des Wassers nicht veridndern.
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Anlage 2

Fiir die Priffung empfohlene Fischarten

Empfohlener gmpfohlcne
Bereich der esamtlinge
Empfohlene Art Priiftemperatur der Fische
(°C) (cm)
Brachydanio rerio (Teleostei, Cyprinidae) (Hamiltoh-
Buchanan) ‘
Zebrabirbling 20 bis 24 3,0 £ 0,5
Pimephales promelas (Teleostei, Cyprinidae)
Amerikanische Elritze 20 bis 24 5,0 £ 2,0
Cyprinus carpio (Teleostei, Cypnmdae) (Linne 1758) ‘
Karpfen 20 bis 24 6,0 £ 2,0
Oryzias latipes (Teleostei, Poeciliidae) (Schlegel 1850)
Japanischer Reisfisch 20 bis 24 3,0 £ 1,0
_Pbecilia reticulata (Teleostei, Poeciliidae) (Peters 1859)
Guppy 20 bis 24 3,0+ 1,0
Lepomis macrochirus (Teleostei, Centrarchidae) (Linne 1758)
Blauer Sonnenbarsch 20 bis 24 5,0+ 2,0
Salmo gairdneri (Teleostei, Salmoriidae) {Richardson 1836)
Regenbogenforelle 13 bis 17 6,0 + 2,0
Leuciscus idus (Teleostei, Cyprinidae) (Linne 1758)
Goldorfe : 20 bis 24 6,0 + 2,0

Beschaffung

Die oben aufgefithrten Fischarten lassen sich leicht ziichten und/oder sind das ganze Jahr wber
weitgehend verfiigbar. Sie lassen sich in Fischzuchtbetrieben oder in Priifeinrichtungen unter Bedingun-
gen ziichten und aufziehen, die eine Kontrolle iiber Krankheiten und Parasnten erlauben, so daf sie fiir
eine Priifung gesund und von bekannter Herkunft sind.

Diese Fischarten sind in vielen Teilen der Welt erhiltlich.
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Beispiel fiir die Bestimmung der LCgy auf Wahrscheinlichkeitspapier

A
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Beispiel fiir eine Konzentrations-Mortalititskurve

log Konzentration (mg/1)
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Anlage 4
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1.1.

1.2,

1.3.

1.4.

L.5.

C. 2. AKUTE TOXIZITAT FUR DAPHNIEN

METHODE

Einleitung

Soweit wie moglich sollten Angaben iiber die Wasserloslichkeit, den Dampfdruck, die chemische
Stabilitit, die Dissoziationskonstante und die biologische Abbaubarkeit der Priifsubstanz vor dem
Beginn der Priifung vorhanden sein.

Weitere Angaben, wie z. B. Strukturformel, Reinheitsgrad, Art und Prozentanteil signifikanter Verun-
reinigungen, Vorhandensein und Menge von Zusitzen, sowie der n-Oktanol/Wasser-Verteilungskoeffi-
zient sind sowohl bei der Planung als auch bei der Interpretation der Priifergebnisse zu beriicksichti-
gen.

Definitionen und Einheiten

Die Forderung der Richtlinie nach der Ermittlung der LCsy bei Daphnien wird erfillt durch die
Bestimmung der ECj, wie sie in dieser Priifmethode beschrieben wird.

Im Sinne dieser Priiffmethode wird die akute Toxizitit als die mittlere effektive (Wirk-)Konzentration
(ECsp) der Schwimmunfihigkeit verstanden. Das ist die Konzentration (bezogen auf die Ausgangskon-

zentration), die 50 % der Daphnien einer gepriiften Gruppe innerhalb eines Einwirkungszeitraums

(Expositionszeitraum) von 24 Stunden schwimmunfihig macht.

Der 48 Stunden-ECg;-Wert kann, wenn dies méglich ist, ebenfalls bestimmt werden.

Schwimmunfibigkeit

Es gelten diejenigen Daphnien als schwimmunfihig, die nach leichter Bewegung des Priifbehilters
innerhalb von 15 Sekunden keine Schwimmbewegungen zeigen.

Alle Konzentrationen der Priifsubstanz sind in Gewicht/Gewicht (ppm) anzugeben.

Referenzsubstanzen -

Eine Referenzsubstanz kann getestet werden, um nachzuweisen, daf sich die Reaktion der gepriiften Art
unter den Bedingungen der Priifeinrichtung nicht wesentlich geandert hat.

Referenzsubstanzen sind fiir diesen Test noch nicht festgelegt.

Prinzip der Methode

Die Daphnien werden der dem Wasser in verschiedenen Konzentrationen zugesetzten Priifsubstanz fir
24 Stunden ausgesetzt. Falls erforderlich, kann dieser Zeitraum auf 48 Stunden ausgedehnt werden.

Unter sonst gleichen Priifbedingungen und bei einem angemessenen Bereich von Priifkonzentrationen
wirken sich verschiedene Konzentrationen einer Prifsubstanz unterschiedlich auf die Schwimmfihigkeit
der Daphnien aus. Bei verschiedenen Konzentrationen ergeben sich dann nach Ablauf der Prifzeit
jeweils bestimmte prozentuale Anteile schwimmunfihiger Daphnien. Diejenigen Konzentrationen, die
0 % bzw. 100 % Schwimmunfihigkeit verursachen, werden direkt aus den Priifbeobachtungen erhal-
ten, wihrénd der 24 Stunden-EC;o-Wert (wie auch der 48 Stunden-ECsy-Wert), soweit moglich, durch
Berechnung ermittelt wird.

Bei dieser Methode wird ein statisches Verfahren angewendet. Die Priiflosungen werden daher wihrend
des Expositionszeitraums nicht erneuert.

Qualititskriterien

In den Kontrollen diirfen bei Versuchsende héchstens 10 % der Daphnien schwimmunfihig sein.
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Die Sauerstoffkonzentration darf am Ende der Priifung nicht weniger als 2 mg/1 betragen.

Zumindest die Daphbnien der Kontrollgruppe diirfen nicht an der Wasseroberfliche hingenbleiben.
Beschreibung der Methode
Reagenzien

Losungen der Priifsubstanzen

Die Stammansitze in den erforderlichen Konzentrationen werden durch Lésung der Prifsubstanz in
deionisiertem Wasser oder Wasser entsprechend 1.6.1.2 hergestellt.

Stammansitze von Priifsubstanzen mit geringer Wasserloslichkeit konnen durch Ultraschalldispersion
oder — falls erforderlich — durch Verwendung organischer Lésungsmittel, emulgierender oder
dispergierender Mittel hergestellt werden. Werden derartige Trigerstoffe verwendet, miissen die
Daphnien in der Kontrolle derselben Konzentration an Trigerstoffen ausgesetzt werden, wie sie fiir die
héchste Priifkonzentration verwendet wurde.

Die Konzentration derartiger Trégerstoffe darf 0,1 g/l nicht iiberschreiten.

Die gewihlten Prifkonzentrationen werden durch Verdiinnung des Stammansatzes zubereitet. Werden
hohe Konzentrationen gepriift, kann die Priifsubstanz unmittelbar im Verdiinnungswasser gelést
werden.

Die Prifung ist ohne eine Einstellung des pH-Wertes durchzufithren. Gibt es Anzeichen fiir eine
deutliche Anderung des pH-Wertes, wird empfohlen, die Priffung mit einer pH-Wert-Einstellung zu
wiederholen und die Ergebnisse entsprechend zu protokollieren. In diesem Fall ist der pH-Wert des
Stammansatzes auf den pH-Wert des Verdiinnungswassers einzustellen, falls nicht bestimmte Griinde
dagegen sprechen. Hierzu sind méglichst HCl und NaOH zu verwenden. Die ph-Wert-Einstellung muf3
so erfolgen, dafl sich die Konzentration der Priifsubstanz im Stammansatz nicht wesentlich dndert. Sollte
sich durch die Einstellung eine chemische Reaktion oder eine physikalische Ausfillung der Priifsubstanz
ergeben, so mufl diese Beobachtung im Priifbericht protokolliert werden.

Kultur- und Verdiinnungswasser

Fir diese Prifung kann jedes zur Kultur von Daphnien geeignete Wasser verwendet werden, sei es
natiirliches oder zubereitetes Wasser (siche Anlage).

Um die Notwendigkeit einer Anpassung der Daphnien an die Priifbedingungen zu vermeiden, wird
empfohlen, fiir die Kultur das gleiche Wasser wie fiir die Priifung zu verwenden.

Gerdte

Es sind die iiblichen Gerite und Ausstattungen von Priifeinrichtungen zu verwenden. Teile, die mit den
Priiflésungen in Berithrung kommen, sollten vorzugsweise ganz aus-Glas bestehen:

— Sauerstoffmeflgerit (mit Mikroelektrode, oder ein anderes geeignetes Gerit zur Messung von
geldstem Sauerstoff in kleinen Proben);

— geeignetes Gerit zur Temperaturmessung;
— pH-Mef3gerit;

— Gerit zur Bestimmung der Wasserhirte.

Priiforganismen

Daphnia magna oder Daphnia pulex, die zu Beginn der Priifung mehr als 6 und weniger als 24 Stunden
alt sind, in der Priifeinrichtung geziichtet, frei von offensichtlichen Krankheiten und von bekannter
Herkunft (z. B. Aufzucht-Vorbehandlungen usw.).
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1.6.4.

Durchfithrung der Priifung

Ein Vorversuch kann der eigentlichen Priifung vorangehen. Dieser Vorversuch liefert Informationen
iiber den in der eigentlichen Priifung zu verwendenden Konzentrationskereich.

Zusitzlich zu den Konzentrationen der Priifsubstanz ist eine Kontrolle mit dem Triagerstoff, falls einer
verwendet wird, aber ohne die Priifsubstanz einzusetzen.

Die Daphnien werden der Priifsubstanz wie im folgenden beschrieben ausgesetzt:
Dauer:

Mindestens 24 Stunden;

Anzahl der Tiere:

Mindestens 20 je Konzentration, vorzugsweise aufgeteilt in 4 Gruppen von je 5 Daphnien oder 2
Gruppen von je 10 Daphnien;

Besatz:

Je Daphnie mindestens 2 ml Testlésung;

Priifkonzentration:

Die Priiflésung ist unmittelbar vor dem Einsetzen der Daphnien zuzubereiten, méglichst nur mit Wasser
als einzigem Lésungsmittel. Die Konzentrationen werden in geometrischer Reihe mit einem Faktor 1,8
angesetzt. Zusammen mit der Kontrolle sind Konzentrationen einzusetzen, die ausreichen, um 0 % und
100 % Schwimmunfihigkeit hervorzurufen, sowie ein Bereich von dazwischenliegenden Konzentratio-
nen, die die Berechnung des 24 Stunden-ECgy-Werts erlauben;

Wasser:

Siehe 1.6.1.2;
Beleuchtung:
Ein Hell-Dunkel-Zyklus ist erwiinscht, véllige Dunkelheit ist gleichfalls akzeptabel;

Temperatur:

Die Temperatur mufl zwischen 18 °C und 22 °C liegen. Fiir jede einzelne Priifung hat sie jedoch
innerhalb von + 1 °C konstan; zu bleiben;

Beliiftung:
Die Priiflsungen sollen nur leicht beliiftet werden;

Fitterung:

Keine.

Am Ende der Priifung ist der pH-Wert und der Gehalt an geléstem Sauerstoff in den Kontrollen und in
jeder Priifkonzentration zu bestimmen. Der pH-Wert der Priiflosungen darf nicht verindert werden.

Flichtige Verbindungen sind in randvoll gefiillten, geschlossenen Behiltern zu untersuchen, die grof§
genug sind, um Sauerstoffmangel zu vermeiden.

Die Daphnien werden mindestens nach 24 Stunden und bei Verlangerung der Priifung nach 48 Stunden
Expositionszeit untersucht.

DATEN UND AUSWERTUNG

Die Schwimmunfihigkeit in jeder Konzentration nach mindestens 24 Stunden Expositionsdauer wird
auf Wahrscheinlichkeitspapier gegen die Konzentration aufgetragen. Die Punkte sind durch eine Gerade
zu verbinden. Die Konzentration, die einer 50 %igen Wirkung entspricht, ist abzulesen. -

Wenn die Daten es zulassen, lift sich die ECsy und ihr Vertrauensbereich (P = 0,05) nach
Standardverfahren ermitteln.
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Der ECp-Wert ist auf eine (hochstens zwei) signifikante Stelle(n) zu runden. Sollte der Verlauf der
Konzentrations-Wirkungs-Kurve fiir eine Berechnung der ECg, zu steil sein, so reicht eine graphische
Abschatzung dieses Wertes.

I
Ergeben zwei unmittelbar aufeinanderfolgende Konzentrationen, die sich durch den Faktor 1,8
unterscheiden, 0 % und 100 % Schwimmunfihigkeit, so werden diese beiden Werte zur Angabe des
Bereichs, in den die ECyy fallt, herangezogen.

Wird beobachtet, daf§ die Stabilitait oder Homogenitit der Priifsubstanz nicht aufrechterhalten werden
kann, so ist dies im Priifbericht mitzuteilen und bei der Interpretation der Ergebnisse entsprechend zu
beriicksichtigen.

3. . ABSCHLUSSBERICHT

Der Priifbericht enthilt:

— Angaben iiber die verwendeten Organismen (wissenschaftlicher Name; Stamm; Ziichter oder
Bezugsquelle; Vorbehandlungen; Aufzuchtverfahren einschlieflich Herkunft, Art und Menge der
Nahrung, Hiufigkeit der Fitterung);

— Anzahl der in jeder Priifkonzentration eingesetzten Daphnien;

— Liste der verwendeten Konzentrationen, sowie alle vorhandenen Informationen iber die Stabilitit
der Priifsubstanz in den verwendeten Priiflésungen;

— Beschreibung der Priifbehilter, Volumen des jeweiligen Priifmediums, Anzahl der Tiere je Priif-
behilter;

— bei Durchfiithrung chemischer Analysen, Angabe der verwendeten Methoden und die Ergebnisse;
— Herkunft des Verdiinnungswassers und wichtigste chemische Eigenschaften;

— Verfahren der Zubereitung von Stammansitzen und Priiflésungen;

— Konzentration aller Tragerstoffe (organische Losungsmittel, dispérgierende Mittel usw.);

— Beleuchtungsverhaltnisse;

— hochste eingesetzte Prifkonzentration, die im Prifzeitraum nicht zu einer Schwimmunfihigkeit
fithrte; :

— niedrigste eingesetzte Priifkonzentration, die im Priifzeitraum zu 100 % Schwimmunfihigkeit
fiihrte;

-— kumulative Schwimmunfihigkeit in der Kontrolle, in der Kontrolle mit dem Trigerstoff und in jeder
Priifkonzentration zu den empfohlenen Beobachtungszeitpunkten (24 Stunden, oder 24 und 48
Stunden); '

— EC;p-Wert fiir jeden empfohlenen Beobachtungszeitpunkt (moglichst mit 95 %-Vertrauensbe-
reich);

— graphische Darstellung der Konzentrations-Wirkungs-Kurve zum Ende der Priifung;
— wenn moglich die Steigung und 95 %- Vertrauensbereich;

— verwendete statistische Verfahren zur Bestimmung der ECj-Werte.

— Konzentration des gelésten Sauerstoffs, pH-Werte, Temperatur in den Priiflésungen;
— bei Verwendung einer Referenzsubstanz, Angabe der Ergebnisse;

— Nachweis, dafl die Qualititskriterien erfiillt sind.

4. LITERATUR

(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).

A
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ANLAGE

Zubereitetes Wasser

Beispiel fiir ein geeignetes “Verdiinnungswasser
Alle Chemikalien miissen analysenrein-sein.

Das Wasser muf§ einwandfrei destilliertes oder deionisiertes Wasser mit einer Leitfahigkeit von weniger
als 5 pSem-! sein.

Stammldsung

CaCl, - 2 H,0 Calciumchlorid Dihydrat 11,76 g;
in Wasser losen und auf 1 Liter Wasser auffiillen.

MgSO, + 7H,0 Magnesiumsulfat Heptahydrat 4,93 g;
gleiches Verfahren. )

NaHCOj; Natriumhydrogencarbonat » 2,59 g;
gleiches Verfahren. )

KCl Kaliumchlorid 0,23 g;

gleiches Verfahren.

Zubereitetes Verdiinnungswasser
Je 25 ml der vier Stammlésimgcn mischen und mit Wasser auf 1 Liter auffiillen.

So lange beliiften, bis die Konzentration an gelostem Sauerstoff dem Luftsauerstoff-Sittigungswert
entspricht.

Der pH-Wert muff 7,9 + 0,3 betragen.
Falls erforderlich, ist der pH-Wert mit NaOH (Natriumhydroxid) oder HCI (Salzsiure) einzustellen.
Dieses Verdiinnungswasser 138t man 12 Stunden stehen; eine weitere Beliiftung ist nicht erforderlich.

Die Summe der Ca- und Mg-Ionen in dieser Losung betrigt 2,5 mmol/l. Das Verhiltnis der Ca- zu den
Mg-lonen betrigt 4 : 1 und das der Na- zu den K-Ionen 10 : 1. Die Gesamtalkalinitit dieser Lésung
liegt bei 0,8 mmol/l.

Eine abweichende Zubereitung des Verdinnungswassers darf die Zusammensetzung oder die Eigen-
schaften des Wassers nicht verindern.
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C. 3. ABBAUBARKEIT

BIOLOGISCHE ABBAUBARKEIT — MODIFIZIERTER OECD SCREENING -TEST

1. METHODE
1.1. Einleitung
N Zweck dieses Verfahrens ist die Bestimmung der biologischen Abbaubarkeit wasserléslicher,

nicht-fliichtiger organischer Verbindungen in einem aeroben wiffrigen Medium bei einer Ausgangs-Kon-
zentration, die 5~—40 mg DOC/I (DOC (1)= geloster organischer Kohlenstoff) entspricht. Falls die
Empfindlichkeit der Analysengerite fiir organischen Kohlenstoff verbessert werden kann, ist die
Verwendung niedrigerer Priifkonzentrationen, insbesondere bei toxischen Verbindungen, angebracht.
Der Gehalt der Priifsubstanz an organischem Kohlenstoff muf festgestellt werden.

Die Methode 148t sich nur auf solche organischen Priifsubstanzen anwenden, die bei den im Test.
verwendeten Konzentrationen

— wasserloslich sind (5 bis 40 mg DOC/1),
— einen sehr geringen Dampfdruck haben,
— auf Bakterien nicht hemmend wirken,

— auf Glasoberflichen nicht in nennenswertem Mafe adsorbiert werden.
Informationen iiber die jeweiligen Anteile der wichtigsten Bestandteile der Prifsubstanz sind fir die
Interpretation der Testergebnisse niitzlich, insbesondere in solchen Fillen, wo die Ergebnisse niedrig

oder marginal sind.

Informationen iiber die Toxizitit der chemischen Substanz gegeniiber Mikroorganismen kann fiir die
Interpretation niedriger Ergebnisse und die Auswahl geeigneter Priifkonzentrationen von Nutzen sein.

1.2. Definitionen und Einheiten

Der Abbau wird definiert als die prozentuale Abnahme — DOC bezogen auf die Priifsubstanz.

D, =,|:1 __Et_i:hm] x 100

Co - Cpyo)

Dabei ist:
D, = der Abbau als prozentuale DOC-Abnahme zum Zeitpunkr t;
Co = DOC-Konzentration des Kulturmediums (mg DOC/1) zu Beginn des Tests;
C, = DOC-Konzentration des Kulturmediums zum Zeitpunkt t (mg DOC/1);
Chioy = DOC-Konzentration im Blindversuch (mg DOC/1) zu Beginn des Tests;
Chiy = DOC-Konzentration im Blindversuch (mg DOC/I) zum Zeitpunkt t.

1.3. Kontrollsubstanzen

Die Benutzung geeigneter Kontrollsubstanzen zur Kontrolle der Aktivitat des Inoculums ist wiinschens- -
wert. Z. B. kénnen Anilin, Natriumacetat oder Natriumbenzoat dafiir verwéndet werden. Sie miissen
innerhalb von 10 Tagen, angefangen von dem Tag, an dem der biologische Abbau zum ersten Mal iiber
10 % liegt, eine DOC-Abnahme von = 70 % zeigen. Diese Ergebnisse miissen innerhalb der Testdauer
von 28 Tagen erzielt werden. Andernfalls wird der Test als ungiltig betrachtet und mufd mit einem
Inokulum aus einer anderen Quelle wiederholt werden.

(1) DOC = dissolved organic carbon.
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1.4.

1.5.

1.6.
1.6.1.

1.6.1.1.

1.6.1.2.

Prinzip der Methode

Eine bestimmte Menge der Verbindung wird in einem anorganischen Medium (mineralisches Nihrme-
dium), das Spurenelemente und essentielle Vitamine enthilt, in eienr Konzentration entsprechend 5—40 -
mg DOC/I gelst. Die Lésung wird mit einer geringen Menge polyvalenter Mikroorganismen angeimpft
und bei 20—25 °C im Dunkeln oder bei diffuser Beleuchtung -auf der Schiittelmaschine bebriitet.

Der Abbau wird mittels DOC-Analyse iiber einen Zeitraum von 28 Tégen verfolgt.

Das Verfahren wird mit Hilfe einer Kontrollsubstanz tberpriift. In einem parallelen Test ohne Priif-
oder Kontrollsubstanz wird der DOC-Blindwert ermittelt.

Qualitatskriterien

Die Reproduzierbarkeit der Methode wurde in den OECD- und EWG-Ringtests festgestellt.

Die niedrigste Konzentration der Priifsubstanz, fiir die dieses Verfahren benutzt werden kann, wird in
hohem Mafe durch die Empfindlichkeitsgrenze der Analyse auf organisch gebundenen Kohlenstoff
bestimmt, die beim augenblicklichen Stand der Technik bei 0,5 mg C/I liegt. Auflerdem hingt sie von
der gesamten Konzentration des geldsten organischen Kohlenstoffs im Testmedium ab.

Beschreibung der Methode
Reagenzien

Wasser

Deionisiertes oder destilliertes Wasser, frei von toxischen Substanzen (insbesondere Kupfer), dient als
Lésungsmittel.

Das destillierte Wasser darf nicht mehr als 10 % des durch die Priifsubstanz eingebrachten organischen
Kohlenstoffs enthalten.

Da die DOC-Analysen in einem Konzentrationsbereich von 0—40 mg/] durchgefithrt werden, ist ein
hoher Reinheitsgrad des Wassers erforderlich. Verunreinigungen kénnen dem Wasser selbst entstam-
men, aber auch — wenn deionisiertes Wasser verwendet worden ist — durch das Ionenaustauscherharz
oder durch Mikroorganismenwachstum verursacht sein (Bakterien, Algenbildung unter Lichteinfluf§
usw.). Fiir eine Testserie darf nur eine Wassercharge benutzt werden. Das Wasser ist vor Testbeginn
durch eine DOC-Analyse zu kontrollieren. Falls erforderlich, kann geeignetes Wasser durch UV-
Bestrahlung oder andere Methoden gewonnen werden.

Nihrmedium

Jeweils 1 ml der nachfolgenden Losungen a) bis f) werden zusammengegeben und mit Wasser (1.6.1.1)
zu 11 aufgefillt (p.a. bedeutet zur Analyse):

a) Kaliumdihydrogenphosphat KH,PO, p.a. 8,50g,
Dikaliumhydrogenphosphat. K,HPO, : p.a. 21,75 g,
Dinatriumhydrogenphosphatdihydrat Na,HPO, - 2H,0 p.a. 33,40 g,
Ammoniumchlorid NH,CI p-a. 20,00 g

werden in Wasser (1.6.1.1) gelést und auf 1 000 ml aufgefiillt. Der pH-Wert
sollte bei 7,2 liegen;

b) Magnesiumsulfatheptahydrat MgSO, + 7H,0O p.a.22,50 g
werden in Wasser geldst (1.6.1.1) und auf 1 000 ml aufgefiillt;

¢) Calciumchlorid CaCl, ‘ p.a. 27,50 g
werden in Wasser (1.6.1.1) gelost und auf 1 000 ml aufgefillt;

e
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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) Eisen (III) chloridhexahydrat FeCl; - 6H,0 p.a. 0,25 g
werden in Wasser (1.6.1.1) gelést und auf 1 000 ml aufgefiillt.
Diese Losung ist unmittelbar vor Gebrauch frisch anzusetzen;

€) Losung der Spurenelemente

Mangan(Il)-sulfat MnSO, - 4H,0 (= 30,23 mg MnSO,- H,0) p.a. 39,9 mg,
Borsiure H3BO; ' p.a. 57,2 mg,
Zinksulfat heptahydrat ZnSO, - 7H,0 p.a. 42,8 mg,
Ammoniummolybdat (NH,)sMo;0,, (= 36,85 mg (NH,)sMo,0,, - 4H,0) p.a. 34,7 mg,
Fe-Chelat (FeCl; - EDTA) p.a. 100 mg

werden in Wasser (1.6.1.1) geldst und auf 1 000 ml aufgefiilit. Die Vorratslésung
von Spurenelementen ist bei 120° C und 2 atm 20 min. zu sterilisieren;

f) Vitaminlosung:

Biotin p.a. 0,2 mg,
Nikotinsdure p.a. 2,0 mg,
Thiamin p.a. 1,0 mg,
p-Aminobenzoesiure : p-a. 1,0 mg,
Pantothenséure p.a. 1,0 mg,
Pyridoxamin p.a. 5,0 mg,
Cyanocobalamin p.a. 2,0 mg,
Folsaure p.a. 5,0 mg~

werden in Wasser (1.6.1.1) gelost und auf 100 ml aufgefiillt.

Die Losung wird durch Membranfilter mit 0,2 um Porengréfe steril filtriert. Statt
der Losung 1.6.1.2 (f)) konnen 15 mg Hefeextrakt in 100 ml Wasser (1.6.1.1)
benutzt werden.

Kontrollsubstanzen

Anilin (frisch destilliert), Natriumacetat, Natriumbenzoat.

Quecksilberchloridlgsung

1 % HgCl, in Wasser (1.6.1.1).

Gerdte

Schiittelmaschine zur Aufnahme von 2 l-Erlenmeyer-Kolben, die entweder mit einem Thermostaten
ausgestattet ist oder in einem klimatisierten Raum zwischen 20 und 25 °C gehalten wird.

2 l-Erlenmeyer-Kolben mit engem Hals (Kolben mit Schikanen werden empfohlen).
Die Kolben miissen vor Gebrauch sorgfiltig gereinigt (z. B. mit alkoholischer Salzsaure) gespiilt und
getrocknet werden, um Verunreinigungen mit Riickstinden aus vorangegangenen Tests zu vermeiden.

Die Kolben miissen auch vor dem ersten Gebrauch gereinigt werden, da sie Verunreinigungen enthalten
konnen.

Membranfiltrationsgerit.
Membranfilter 0,2 pm Porengréfie.

Kohlenstoffanalysator.

Vorbereitung des Inokulums -

Jede der folgenden 4 Quellen kann fiir das Inokulum verwendet werden. Die Brauchbarkeit des
Inokulums wird mit Hilfe einer Kontrollsubstanz tberpriift (1.6.1.3).
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1.6.3.1.

1.6.3.2.

1.6.3.3.

1.6.3.4.

1.6.4.

Inokulum aus Klaranlagenablauf

Das Inokulum entnimmt man vorzugsweise dem Ablauf einer gut arbeitenden Kliranlage, in der
hauptséchlich hiusliche Abwisser gereinigt werden. Die Ablaufprobe muf$ zwischen Probenahme und
Verwendung aerob gehalten werden. Zur Zubereitung des Inokulums wird die Probe durch ein
grobporiges Papierfilter filtriert, wobei die ersten 200 ml verworfen werden. Das Filtrat wird bis zur
Verwendung aerob gehalten. Die Impfsuspension muf§ am gleichen Tag verwendet werden.

Inokulum aus Erde

100 g Erde (fruchtbare, nicht sterile Erde) werden in 1 000 ml chlorfreiem Trinkwasser suspendiert
(Bodenarten mit sehr hohem Gehalt an Ton, Sand und organischem Kohlenstoff sind ungeeignet). Nach
dem Umrithren 148t man die Suspension fiir 30 Minuten absitzen.

Der Uberstand wird durch grobes Filterpapier filtriert, wobei die ersten 200 ml verworfen werden. Das
Filtrat wird sofort und bis zur Verwendung fortlaufend beliiftet. Die Impfsuspension muf$ am gleichen
Tag verwendet werden.

Inokulum aus Oberflichenwasser

Eine Impfsuspension wird aus geeignetem Oberflichenwasser gewonnen. Die Probe wird durch ein
grobes Filterpapier filtriert, die ersten 200 ml werden verworfen. Bis zur Verwendung wird das Filtrat
aerob gehalten. Die Impfsuspension muf am gleichen Tag verwendet werden.

Misch-Inokulum

Die drei verschiedenen Impfsuspensionen werden zu gleichen Teilen gut vermischt und aus der
Mischung eine neue Impfsuspension gewonnen. Die Eignung der Impfsuspension wird durch eine
Kontrollsubstanz gepriift (1.6.1.3).

Priifverfahren

Die zu untersuchenden Substanzen werden in doppelten Ansitzen gleichzeitig mit der Kontrollsubstanz
(1.6.1.3) gepriift. Aufferdem wird ein Blindversuch mit Inokulum, aber ohne Priif- oder Kontrollsub-
stanz zur Bestimmung von DOC-Blindwerten durchgefiihrt.

Eine Stammlosung der Priifsubstanz in Wasser (1.6.1.1) wird hergestellt. Von dieser Lésung wird soviel
zum Nihrmedium gegeben (1.6.1.2), dafl eine Kohlenstoffkonzentration von 5—40 mg DOC/] erreicht
wird. Die Ausgangskonzentration der Kontrollsubstanz (1.6.1.3) entspricht 20 mg DOC/1.

Je 900 ml des Niahrmediums. werden in 2 Kolben gefiillt (1.6.2.2) und mit je 0,5 m!/] Impfsuspension
angeimpft (1.6.3). Die Offnung des Kolbens wird z. B. mit Alufolie so abgedeckt, daf ein Luftaustausch
zwischen Kolben und Umgebungsluft nicht iibermifig behindert wird (Baumwollwatte ist wegen
moglicher Streuungen der DOC-Analyse ungeeignet). Dann werden die Kolben auf der Schiittelmaschine
befestigt. Die Temperatur von 20—25 °C darf wihrend des Tests nicht verindert werden. Auflerdem
sollten die Kolben vor Licht geschiitzt werden. Die Luft sollte frei von Schadstoffen und toxischem
Material (chlorierte Losungsmittel usw.) sein.

Im Laufe des Abbautests werden am 1., 27. und 28. Tag die DOC-Konzentrationen in doppelter
Ausfithrung bestimmt. Mindestens 3 weitere Analysen (etwa 7., 14. und 21. Tag) mussen durchgefithrt
werden, um den Verlauf des biologischen Abbaus zu verfolgen.

Nur das fiir die Bestimmung notwendige Volumen an Kulturmedium soll jeweils entnommen werden.
Zur Zentrifugierung oder Membranfiltration, die der eigentlichen Kohlenstoffbestimmung vorausgehen,
sind je nach Gerit verschiedene Volumina noétig. Verdunstungsverluste des Nahrmediums miissen mit
Wasser (1.6.1.1) ausgeglichen werden. Das Kulturmedium muf§ vor jeder Probenahme gut gemischt
werden. An der Kolbenwand festhaftende Bestandteile miissen vor der Probenahme gelést oder
suspendiert werden. Die Membran-Filtration oder die Zentrifugierung muf sofort danach durchgefiihrt
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werden. Die filtrierten oder zentrifugierten Proben miissen am gleichen Tag analysiert werden.
Andernfalls sind sie mit 0,05 ml der HgCl,-L6sung(1.6.1.4) pro 10 ml Nihrmedium fiir einen Tag bei
2—4 °C oder bei langerer Dauer bei ~ 18 °C zu konservieren.

Wird vor dem 28. Tag eine Plateauphase erreicht, kann der Test beendet werden, wenn der Abbau
offensichtlich vor dem 28. Tag begann.- Wird jedoch kein Plateau erreicht, ist es sinnvoll, das
Experiment noch 1—2 Wochen langer fortzufithren.

Alle Verfahrensschritte erfordern grofe Sorgfalt und Sauberkeit der Gefifle, der Pipetten usw., jedoch
keine sterilen Bedingungen. '

1.6.5. DOC-Bestimmungen

Membranfilter sind geeignet, wenn sichergestellt ist, daf$ sie weder Kohlenstoff freisetzen noch die
Substanz beim Filtrieren adsorbieren.

Wenn die Proben zentrifugiert werden, muf§ dies bei 40 000 ms=-2 (~4 000 g) 15 Minuten lang
geschehen, vorzugsweise in einer gekiihlten Zentrifuge, auf jeden Fall jedoch unter 40 °C.

Anmerkung:

Die Zentrifugierung scheint bei sehr geringen Konzentrationen keine sehr gute TOC/DOC-Differenzie-
rung zu ergeben, da entweder nicht alle Bakterien abgetrennt werden oder aber Bakterienplasma
teilweise wieder in Losung geht. Bei héheren Konzentrationen der zu untersuchenden Substanz (=10 mg
C/1) und der gleichen, geringen Impfungsmenge scheint der Fehier beim Zentrifugieren vergleichsweise
gering zu sein. '

Die dem Kulturmedium entnommene Probe (ca. 30 ml) wird unverziiglich zentrifugiert oder membran-
filtriert (1.6.2.3). Dabei benutzt man Membranfilter gemifl 1.6.2.4. Die ersten 20 ml des Filtrats
.werden verworfen.

Mit dem verbleibenden Filtrat (ca. 10 ml) wird in einem TOC/DOC-Mefigerit (1.6.2.5) eine doppelte
Bestimmung der DOC-Konzentration vorgenommen. Sollte eine Analyse des Filtrats nicht am gleichen
Tag moglich sein, so ist die Losung gemaf 1.6.4 aufzubewahren.

2. DATEN UND AUSWERTUNG

Die Analysenergebnisse werden auf dem beigefiigten Formblatt (Anlage 1) festgehalten und die Werte
der biologischen Abbaubarkeit gemif§ 1.2 berechnet.

Die DOC-Konzentrationen werden auf 0,1 mg/1 genau berechnet. Die ermittelten D -Werte werden auf
das nichste ganze Prozent gerundet.

Der Verlauf der Abbauprifung wird graphisch in einem Diagramm dargestellt, das in Anlage 2
enthalten ist. .

Die Ergebnisse der Abbaupriifung sind giiltig, wenn die Bedingung erfiillt ist, dafl in der gleichen
Testserie die Kontrollsubstanz innerhalb von 10 Tagen nach dem erstmaligen Uberschreiten der
10 %-Abbau-Schwelle eine Abnahme der DOC-Konzentration von = 70 % erzielt wird. Dieses
Ergebnis muf§ innerhalb der Testdauer von 28 Tagen erzielt werden. Sonst mufd die gesamte Testserie
verworfen werden. :

3. ABSCHLUSSBERICHT

3.1. Priifbericht

Der Priifbericht enthilt:

— Daten wie auf dem Formblatt in Anlage 1 angegeben;
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3.2,

— der Verlauf des Abbaus wird graphisch dargestellt in einem Diagramm, in dem die lag-Phase, die
Abbauphase, die Steigung und das Zeitfenster angegeben werden (,,Zeitfenster” bezeichnet hier einen
Zeitraum von 10 Tagen beginnend mit dem Tag, an dem der beobachtete Abbaugrad zum ersten
Mal 10 % iibersteigt);

— Kriterium fiir die Giiltigkeit des Tests: Die Kontrollsubstanz erzielt eine Abnahme der DOC-Kon-
zentration von = 70 % innerhalb von 10 Tagen, angefangen von dem Tag, an dem der biologische
Abbau zum ersten Mal mehr als 10 % betrigt. Dieses Ergebnis muf innerhalb der Testdauer von 28
Tagen erzielt werden. '

Interpretation der Ergebnisse

Aufgrund der Strenge dieses Tests bedeutet ein niedriges Ergebnis nicht unbedingt, daf die Priifsubstanz
unter Umweltbedingungen biologisch nicht abbaubar ist, sondern zeigt nur, dafl weitere Untersuchun-
gen notwendig sind, um dies festzustellen. ;

Priifsubstanzen, bei denen in diesem Test eine hohe DOC-Abnahme beobachtet wird, konnen als
biologisch leicht abbaubar angesehen werden, falls diese Abnahme innerhalb von 10 Tagen nach
Uberschreiten eines Abbaugrads von 10 % erreicht wird.

LITERATUR

(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—173.

(3) Gerike, P., Fischer, W. K., A correlation study of biodegradability determinations with various

chemicals in various tests II. Additional results and conclusions, Ecotoxicology and Environmental
. Safety, Vol. 5, No 1, 1981, p. 45—55.
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Anlage 1

Biologischer Abbau: Modifizierter OECD Screening-Test

PrfISHEIUL: & vete e et e et et et e e e e e e e e e e
Pritfsubstanz: . .. ... e e
05 Y S e
Priifdaten
Theoretische Konzentration: ............ mg/1 DOC.
Kobhlenstoffbestimmungen
DOC-Konzentration nach x Tagen (mg/1)
Kolben
Nr.
3 0(Cy)
Test 2
Min. Nihrlésung
mit Testsubstanz a,
und Inokulum 1
a; + a
C,n= ITZ
b
2 by
b; +b
Cb(t)= 1 2
Blindversuch ' bl, |
Min. Nihrlésung —
ohne Priifsubstanz, bl,
aber mit Inokulum 3
bl; + bl
Coin = —12——2
Bewertung der Rohdaten
Kolben Berechnung % DOC-Abnahme nach x Tagen
Nr. der Ergebnisse 0
1 Dl=(1—%m’—c~b‘iﬂ)x100 0
Co = Cyioy
2 Dz:(l_Mﬁ)xloo 0
Co — Chio)
Mittel- _Dy+D,
wert (*) D = 2 0

N.B.: D; und D, sollten nicht gemittelt werden, wenn der Unterschied zu grof§ ist.



19. 9. 84

Amtsblatt der Europdischen Gemeinschaften Nr. L 251/167

Biologischer Abbau: Modifizierter OECD Screening-Test

o 1T 1 T L L

Untersuchungsleiter:

Testbeginn: ...t e e e Exp.-Nr. ..........

Priifsubstanz: . ...........cciiii i e e

Stammlésung:

mg/1

mg/| mg/1
TOC () DOC (?)

Priifsubstanz Konz.

() Nichtiibereinstimmung zwischen den DOC- und TOC-Werten deuten auf eine ungeniigénde
Léoslichkeit der Substanzen.
(2) Alle DOC-Werte wurden nach Membranfiltration oder Zentrifugierung ermittelt.

Kohlenstoffanalysator:

Inokulum: ........................ e e e .

Priifergebnisse

D= .......... % DOC-Abnahme nach

Giiltigkeit der Ergebnisse

Kontrollsubstanz:

Ergebnis: ............ % DOC-Abnahme nach

BezugSEXPEriMENT-NI. . .\ vttt it e e te e e et e e e e e e e

Bemerkungen:

‘Unterschrift
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C. 4. ABBAUBARKEIT
BIOLOGISCHE ABBAUBARKEIT — MODIFIZIERTER AFNOR-TEST — NF T 90/302
1. METHODE

1.1. Einleitung

Zweck dieser Priifmethode ist die Bestimmung der biologischen Abbaubarkeit wasserléslicher, nicht
fliichtiger organischer Verbindungen in einem aeroben, wifirigen Milieu bei einer Anfangskonzentration
der Priifsubstanz, die 40 mg geléstem organischem Kohlenstoff je Liter entspricht. Wenn die Empfind-
lichkeit der Analysengerite fiir organischen Kohlenstoff verbessert wird, kann die Verwendung
niedrigerer Konzentrationen vorteilhaft sein, insbesondere bei toxischen-Verbindungen.

Der Gehalt der Priifsubstanz an.organischem Kohlenstoff muf§ bekannt sein..

Die Methode ist nur auf solche organischen Priifsubstanzen anwendbar, die bei der in der Priifung
angewendeten Konzentration

— ausreichend wgsserléslich sind, um die Anfangskonzentration zu erreichen (40 mg DOC/1),
— einen vernachlissigbaren Dampfdruck haben,

— nicht bakterienhemmend sind,

— nicht nennenswert an Glasoberflichen adsorbiert werden.

Die Kenntnis der Zusammensetzung der Priifsubstanz ist niitzlich. fiir die Interpretation der Ergebnisse,
insbesondere wenn Werte erhalten wurden, die nur einen geringen Abbau anzeigen.

Die Kenntnis der Toxizitit der Priifsubstanz fiir Mikroorganismen kann fiir die Interpretation niedriger
Abbauwerte von Nutzen sein. ’

1.2, Definitionen und Einheiten

Der Abbau wird definiert als die prozentuale Abnahme des geldsten organischen Kohlenstoffs (DOC,
dissolved organic carbon) bezogen auf die Priifsubstanz:

D, = [1_@111] x 100
Cho) '

Co -
D, = biologischer Abbau als DOC-Abnahme in Prozent zur Zeit t;
Co = DOC-Konzentration (mg/l) im Priifansatz zu Beginn;
C, = DOC-Konzentration (mg/l) im Priifansatz zur Zeit t;
Ciioy = DOC-Konzentration (mg/l) im Blindversuch zu Beginn;
Cuiy = DOC-Konzentration (mg/l) im Blindversuch zur Zeit t.
1.3. Kontrollsubstanzen

Die Benutzung geeigneter Kontrollsubstanzen zur Uberpriifung der Akdvitit des Inokulums ist
wiinschenswert. Zu diesem Zweck kénnen z. B. Anilin, Natriumacetat oder Natiumbenzoat benutzt
werden. Sie miissen innerhalb von 28 Tagen zu einer Abnahme von mindestens 70 % des gel6sten
organischen Kohlenstoffs fihren. Andernfalls wird die Priifung als ungiiltig betrachtet und sollte mit
‘einem Inokulum anderer Herkunft wiederholt werden.
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1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.1.1.

1.6.1.2.

Bei dieser speziellen Prifmethode wird Glukose besonders zur Erkennung einer Hemmwirkung
eingesetzt. Auflerdem dient sie zur Kontrolle der Aktivitit des Inokulums, das allerdings auch mit
Anilin, Natriumacetat oder Natriumbenzoat iiberpriift werden kann.

Prinzip der Methode

Im Wasser geloste organische Substanzen kénnen biologisch abgebaut werden durch chemo-organotro-
phe Mikroorganismen, die die Substanz als einzige Kohlenstoff- und Energiequelle nutzen. Die
Priifsubstanzen werden mit einer Konzentration, die 40 mg/l organischem Kohlenstoff entspricht,
eingesetzt. Der in der Lésung verbleibende organische Kohlenstoff wird mindestens nach 3, 7, 14 und

28 Tagen gemessen. Gleichzeitig werden eventuelle Hemmwirkungen der Priifsubstanz auf das
Inokulum untersucht. Das Verfahren wird mit einer Kontrollsubstanz tberpriift.

Qualititskriterien

Die Reproduzierbarkeit der Methode ist in Ringversuchen von OECD und EWG festgestellt worden.
Die niedrigste Priifsubstanzkonzentration, fiir die diese Priiffmethode benutzt werden kann, hingt in
hohem Mafle von der Empfindlichkeit der organischen Kohlenstoffanalyse ab, die im augenblicklichen

Stand der Technik bei 0,5 mg C/l liegt, sowie auflerdem von der Konzentration des gelésten
organischen Kohlenstoffs im Testmedium.

Beschreibung der Methode

Reagenzien

Es miissen Chemikalien »zur Analyse®.(p.a.) verwendet werden.

Destilliertes Wasser

Das destillierte Wasser darf nicht mehr als 10 % der Menge an organischem Kohlenstoff enthalten, die
mit der Priifsubstanz eingebracht wird. ’

Nihrmedium

Das Nihrmedium ist unter Verwendung sterilen Materials, wie unten angegeben, zuzubereiten. Fur 11
Nihrmedium sind folgende Stoffe in destilliertem Wasser aufzulésen:

(p.a. bedeutet ,pro analysi*)

Ammoniumsulfat (NH,),SO4 V p.a. 0,300 g,
Ammoniumnitrat NH;NO; : p.a. 0,150 g,
Kalium-dihydrogenphosphat KH,PO, p.a. 0,300 g,
Di-natrium-hydrogenphosphat-dodekahydrat Na,HPO, - 12H,0 p.a. 2,000 g,
Magnesiumsulfat-heptahydrat MgSO, - 7H,0 p.a. 0,050 g,
Calciumchlorid-dihydrat CaCl, + 2H,0 p.a. 0,050 g,
Hefeextrakt 0,005 g;

der pH-Wert betriagt 7,5 + 0,1.

Hinzuzugeben ist 1 ml einer Spurenelementldsung folgender Zusammensetzung:

Eisen(II)-sulfat-heptahydrat FeSO, - 7H,0 ) : p-a. 0,100 g,
Mangan(lI)-sulfat-monohydrat MnSO, - H,O p.a. 0,100 g,
Kaliummolybdat K;MoO, . p-a. 0,025 g,

Natrium-tetraborat-dekahydrat Na,B,0, - 10H,O p.a. 0,025 g,



Nr. L 251/172 Amtsblatt der Europdischen Gemeinschaften 19. 9. 84

Kobalt(II)-nitrat-hexahydrat Co(NO3), - 6H,0 ‘ p.a. 0,025 g,
Kupferchlorid(Il)-dihydrad CuCl, - 2H,0 p.a. 0,025 g,
Zinkchlorid ZnCl, p.a. 0,025 g,
Ammonium-metavanadat NH,VO; . p.-a. 0,010 g;

mit destilliertem -Wasser auf 100 ml auffiillen.

(Die Spurenelementlésung kann einen Monat lang bei einer Temperatur zwischen + 1 °C und + 4 °C
aufbewahrt werden).

Auf das Volumen (1 1) auffiillen und mischen, Das Medium muf§ innerhalb von 12 Stunden verwendet
werden.

1.6.1.3. Kontrollsubstanzen

Anilin (frisch destilliert), Natriumacetat, Natriumbenzoat, Glukose.

1.6.2. Gerite

Ubliche Laborgerite Asowie:

— Apparat zur Bestimmung von organischem Kohlenstoff,

— Spektralphotometer,

— Zentrifuge 4 000 g,

— Schiittelmaschine zur ausreichenden Beliiftung und zum Durchschiitteln, “

— Apparat zur Bestimmung von geléstem Sauerstoff, pH-Meter, 500 ml Weithals-Erlenmeyerkolben
(steril), ‘

— Apparat zur Sterilfiltration (Membranfilter von 0,22 pm Porengrofie),

Die Glasgerite miissen sorgfiltig gereinigt und insbesondere frei von jeder Spur organischer oder
toxischer Stoffe sein. :

1.6.3. Vorbereitung des Inokulums

Zu entnehmen ist eine ausreichende Menge eines Gemisches von drei Proben aus verschmutztem
Oberflichenwasser und Ableitungen von stidtischen Kliranlagen, die keine wesentlichen speziellen
Schadstoffe enthalten. Die Keimzahl jeder Probe mufl mindestens 105 Bakterien/ml betragen.

Die Proben miissen einschlieflich des Transports innerhalb von 12 Stunden zur Impfung verwendet
werden und diirfen nicht langer als 6 Stunden ohne Beliiftung bleiben.

Durch Papier filtern, um die grofleren unléslichen Partikel zu entfernen, das Filtrat auffangen und durch
einen Membranfilter mit einer Porengrofle von 0,22 pm filtrieren.

Mit einer isotonischen Losung nachwaschen. Die auf der Membran abgelagerten Bakterien in eine
kleinere Menge einer beliebigen isotonischen Lésung geben. Gut mischen. Die Extinktion bei 620 nm
messen und daraus die Bakterienkonzentration ermitteln aus einer Eichkurve, die zuvor durch eine
Zihlung von Pseudomonas fluorescens Stamm ATCC 15453 ermittelt wurde. Das erforderliche
Volumen der isotonischen Losung hinzufiigen, um die Bakterienkonzentration auf (5 + 3) x 107/ml
einzustellen. Das Inokulum ist innerhalb der nichsten Stunde zu verwenden.

1.6.4. Arbeitspriifverfabren

Die Inkubation muf§ unter méglichst weitgehendem Ausschluff von Licht in einem auf 20—25 °C
gehaltenen Brutschrank, der frei von giftigen Dampfen ist, durchgefithrc werden.

i
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Zuzubereiten sind folgende Lésungen:

1. Lésung des-zu priifenden Stoffes im Nihrmedium mit einer Konzentration von 40 mg/l organischen
Kohlenstoffs;

2. Lésung von Glukose im Nihrmedium mit einer: Konzentration von 40 mg/l organischen Kohlen-
stoffs;

3. Losung, die im Nihrmedium die verwendeten Priifsubstanz- und Glukosekonzentrationen enthilt;

4. daneben ist ein ausreichendes Volumen des Nihrmediums bereitzuhalten.

Die vier Losungen sind jede fir sich zu mischen und durch Membranfiltration zu sterilisieren.

N
Membranfilter sind geeignet, wenn gewaihrleistet ist, dafl sie¢ weder Kohlenstoff freisetzen noch die zu
filtrierende Substanz adsorbieren.

Die erforderlichen Manipulationen sind mit sterilen Arbeitsmethoden durchzufiihren. Die Lésungen sind
gemifd dem nachfolgenden Schema auf (zuvor sterilisierte) Priifkolben aufzuteilen:

Kolben Nr. 1 (Priifansatz) 150 ml Losung 1;
Kolben Nr. 2 (Priifansatz) 150 ml Losung 1;
Kolben Nr. 3 (Priifansatz) 150 ml Losung 1;
Kolben Nr. 4 (Sterilititskontrolle) 150 ml Losung 1;
Kolben Nr. 5 (Glukosekontrolle) 150 ml Losung 2;
Kolben Nr. 6 (Feststellung einer Hemmwirkung) 150 ml Lésung 3;
Kolben Nr. 7 (Blindversuch ohne Substrat) - 150 ml Losung 4.

Die Kolben Nrn. 1, 2, 3, 5, 6 und 7 sind mit 1,5 m! Inokulum zu impfen und durch manuelles Schiitteln
gut durchzumischen. :

Aus jedem Kolben ein Aliquot von 3—35 ml entnehmen.

Diese sind bei 4 000 g 15 Minuten lang zu zentrifugieren, wobei die Temperatur unter 26 2C zu halten
ist.

Der Uberstand ist fiir die Bestimmung von organischem Kohlenstoff zum Zeitpunkt 0 zu verwenden.

Die Kolben sind auf eine Schiittelmaschine zu stellen, wo sie wihrend des ganzen Versuchs bleiben. Die
Konzentration des geldsten Sauerstoffs im Kolben Nr. 5 muff am 3. Tag mindestens 5 mg/| betragen.

Die gleiche DOC-Bestimmung wie zu Beginn des Versuchs ist in den Kolben Nrn. 1, 2, 3,.5, 6 und 7
mindestens nach 3, 7, 14 und 28 Tagen Inkubationszeit durchzufithren. Sobald jedoch die Abnahme des
Kohlenstoffgehalts 95 % des anfinglichen Gehalts in den Kolben Nrn. 1, 2 und 3 erreicht, ist die
Priifung als abgeschlossen zu betrachten.

Die Priifung kann vor dem 28. Tag abgebrochen werden, wenn vorher ein Plateau beobachtet wurde.
Wenn der Abbau am 28. Tag offensichtlich begonnen hat, ohne jedoch bereits ein Plateau zu erreichen,
dann ist es sinnvoll, das Experiment noch 1—2 Wochen weiterzufiihren.

Am Ende der Priifung ist im Kolben Nr. 4 ebenso wie zur Zeit 0 eine Bestimmung des organischen
Kohlenstoffs durchzufiihren. Auflerdem ist die Sterilitit zu wberpriifen, indem ein Réhrchen mit
fliisssigem Kulturmedium angeimpft und 5 Tage lang bei 25 °C inkubiert wird.

Kulturmedium:

entwisserter Hefeextrakt 3g,
pankreatisches Caseinpepton 6g,
Wasser 1 000 ml.

Die trockenen Bestandteile des Kulturmediums sind zusammen in kochendem Wasser aufzulésen.
Notigenfalls ist der pH-Wert einzustellen, so daf§ er nach dem Sterilisieren bei 20 °C 7,2 + 0,2
betragt.

Mufl die Bestimmung des organischen Kohlenstoffgehalts verschoben werden, ist die Giberstehende
Lésung bei 4 °C in luftdicht verschlossenen Glaskolben im Dunkeln aufzubewahren. Die héchstzulis-
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sige Aufbewahrungszeit betrigt 24 Stunden. Kann die Analyse nicht innerhalb von 24 Stunden
durchgefithrt werden, dann ist die Losung bei einer Temperatur unter — 18 °C einzufrieren.

Als Ausgleich fiir einen méglichen Wasserverlust durch Verdunstung ist das Volumen des Mediums im
Kolben vor jeder Probenahme nachzupriifen und gegebenenfalls mit destilliertem Wasser, das durch
Filtrieren iiber eine Membran mit einer Porengréfle von 0,22 umsterilisiert wurde, auf das nach der
vorhergehenden Probenahme gemessene Volumen aufzufiillen.

2, DATEN UND AUSWERTUNG

Die Analysenergebnisse werden auf dem beiliegenden Formblatt (Anlage 1) eingetragen. Die Werte der
biologischen Abbaubarkeit werden gemifd 1.2 berechnet.

Die Ergebnisse der Priifung sind giiltig, wenn die Bedingungen erfiillt sind,
— daf der biologische Glukoseabbau im Kolben Nr. § am 7. Tag mindestens 80 % erreicht hat,
— dafd Kolben Nr. 4 am Ende des Versuchs noch steril ist,

— dafl die Konzentration des geldsten Sauerstoffs im Kolben Nr. 5 am 3. Tag mindestens 5 mg/l
betragt. :

Der Grad des biologischen Abbaus des Glukose im Kolben Nr. 6 muf$ am 7. Tag mindestens 75 % des
im Kolben Nr. § gemessenen Wertes betragen. Wird dieser Wert nicht erreicht, darf angenommen
werden, daf§ die Priifsubstanz auf Bakterien' hemmend wirkt und die Priifmethode daher bei der
betreffenden Konzentration nicht anwendbar ist.

Anmerkungen:

Der Vergleich der prozentualen Abnahme von geléstem organischem Kohlenstoff in den Kolben Nrn. 1,
2 und 3 auf der einen Seite mit den Werten im Kolben Nr. 4 auf der anderen Seite ermoglicht es, bei den
Ursachen fiir den beobachteten Abbau zu differenzieren:

— die physikalisch-chemischen Mechanismen im Kolben Nr. 4 und

— die physikalisch-chemischen zusammen mit den biologischen Mechanismen in den Kolben Nrn. 1, 2

und 3.
3. ABSCHLUSSBERICHT
3.1. Priifbericht

Alle Versﬁchscrgebnisse iber die Priifsubstanz, die Kontrollsubstanz und die Blindproben sollen
festgehalten werden. Zu erwihnen sind insbesondere folgende Punkte:

— Ausmaf des Bioabbaus in Kolben Nr. 4 am Ende der Priifung;
— irgendwelche beobachteten Hemmwirkungsphianomene;
— Nachweis der Giiltigkeit;

— der Verlauf des Abbaus wird graphisch dargestellt in einem Diagramm, in dem die lag-Phase, die
Abbauphase, die Steigung und das Zeitfenster angegeben werden (,Zeitfenster* bezeichnet hier einen
Zeitraum von 10 Tagen beginnend mit dem Tag, an dem der beobachtete Abbaugrad zum ersten
Mal 10 % iibersteigt). ‘

3.2. Interpretation

Wegen der Strenge dieses Priifverfahrens bedeutet ein niedriges Ergebnis nicht unbedingt, dafl die
Priifverbindung unter Umweltbedingungen nicht biologisch abbaubar ist, sondern zeigt nur, daff es
weiterer Arbeiten bedarf, um dies festzustellen.

Solche Priifsubstanzen, bei denen ein grofler Anteil des gelosten organischen Kohlenstoffs abgebaut
wird, sollten als biologisch leicht abbaubar angesehen werden, falls dieser Abbaugrad innerhalb von
10 Tagen nach Uberschreiten eines Abbaugrads von 10 % erreicht wird (Zeitfenster).
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Anlage 1

Formblatt fiir den modifizierten AFNOR-Test

Kohlenstoffanalyse: .. ... . .t e et et
DOC-Bestimmungen
Losliche organische Kohlenstoffkonzentrationen
Kulturmedium Kg‘;’e“ nach x Tagen in mg/l
0 3 7 14 28
Prﬁfansatz 7 1 lco 1C1 lc7 1C| . lcn
Priifansatz 2 2¢, 2, 2¢, 2c,, 2¢,,
Priifansatz 3 3(:0 3(;] 3(:7 3C.. 3Cu
Mittelwert 1-3 CO C3 C7 C14 (-:23
Sterilitatskontrolle 4 4c, 4c,,
Glukosekontrolle 5 Sc, Sc, Sc, Sc,, Sc.
Hemmwirkungskontrolle 6 6c, 6c, 6c, 6¢,. 6c,,
Blindversuch 7 Cb](O) Cl;l(.’») Cb1(7) Cbl(H) Cbl(ZS)
Auswertung
t=20 3 7 24 28
Priifansatz
0
1 k_ﬁlﬂm] x 100
| Co = Cyyg)
Glukosekontrolle
- 5 _ 0
1- S—C-JL] x 100
L Co~ Cuyg)
Hemmwirkungskontrolle
. b —
[ ] x 100
! Co = Cug 0
Giiltigkeit
geloster Sauerstoff Kolben Nr. 5,3. Tag: ............ mg/1
% biologischer Abbau Kolben Nr. 5, 7. Tag: ............ %
% biologischer Abbau Kolben Nr. 6, 7. Tag: ............ %

Sterilitit Kolben Nr. 4: .. ... ... ... . . ...
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C. 5. ABBAUBARKEIT
BIOLOGISCHE ABBAUBARKEIT — MODIFIZIERTER STURM-TEST
1. METHODE

1.1. Einleitung

Zweck des Verfahrens ist die Messung der biologischen Abbaubarkeit nichtfliichtiger organischer
Substanzen in einem aeroben wiifirigen Medium mit zwei Ausgangskonzentrationen des zu priifenden
Stoffes von'10 bzw. 20 mg/l (Standardkonzentrationen).

Der Gehalt der Testsubstanz an organischem Kohlenstoff muff zu ermitteln sein, entweder iiber eine
TOC-Analyse oder iiber eine Berechnung z.B. aufgrund der chemischen Formel, die auch zur
Berechnung der theoretischen CO,-Produktion zu verwenden ist.

Das Verfahren lifft sich nur auf solche organischen Stoffe anwenden, die bei den Testkonzen-
trationen

— einen vernachlissigbaren Dampfdruck aufweisen;

— auf Bakterien nicht hemmend wirken.

Zumindest grundsitzlich ist das Verfahren auch auf Substanzen anwendbar, die bei der Testkonzentra-
tion schwer wasserléslich sind.

Informationen {iber den relativen Anteil der wichtigsten Verunreinigungen der Priifsubstanz kénnen
sowoh! fiir die Interpretation der Ergebnisse, wie auch fiir die Wahl der am besten geeigneten
Priifkonzentration von Nutzen sein.

"Informationen iiber die toxische Wirkung der Priifsubstanz gegeniiber Mikroorganismen kénnen fiir die
Interpretation von Priifergebnissen, die nur einen geringen Abbau anzeigen, von Nutzen sein.

1.2. Definitionen und Einheiten

Der biologische Abbau einer Substanz wird in diesem Test aufgrund der Menge von Kohlendioxid
(CO,) definiert, die durch die Tatigkeit der Mikroorganismen freigesetzt wird.

Dieser Wert wird als Prozentsatz der theoretischen Kohlendioxidmenge (ThCO,) angegeben, die bei
einer vollstindigen Oxidation der Substanz entstehen wiirde.

1.3. Kontrollsubstanzen

Die Verwendung einer geeigneten Kontrallsubstanz zur Uberpriifung der Aktivitit des Impfguts ist
wiinschenswert.

Anilin, Natriumacetat oder Natriumbenzoat kénnten dazu benutzt werden. Sie miissen innerhalb von
28 Tagen eine CO,-Freisetzung von = 60 % der theoretischen Menge aufweisen; anderenfalls wird der
Test als ungiiltig betrachtet und muff mit einem Inokulum aus einer anderen Quelle wiederholt
werden.

1.4, Prinzip der Methode

Die Testsubstanz wird in ein definiertes Nahrmedium gegeben, das mit einem Inokulum aus Belebt-
schlamm beimpft und bei 20 °C bis 25 °C beliiftet wird. Die Temperatur wird iiber den gesamter:
Testzeitraum aufgezeichnet.

Das freigesetzte CO, wird als BaCO; gebunden, der Abbau wird tber die Prifdauer von 28 Tagen iiber
die CO,-Analyse verfolgt.
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Nach Ablauf der Versuchsdauer wird unter Abzug der Ergebnisse des Blindwertansatzes die gesamte
CO,-Menge bestimmt, die aus der Priifsubstanz stammt. Diese wird dann als Prozentsatz des
theoretischen Wertes ausgedriickt, also der CO,-Menge, die von der Priifsubstanz aufgrund ihres
Kohlenstoffgehalts theoretisch hitte freigesetzt werden: kénnen.

Das Verfahren wird mit einer Kontrollsubstanz uberpriift (siehe 1.6.1.3).

1.5. Qualititskriterien
Die Wiederholbarkeit dieser Methode wurde in OECD- und EWG-Ringtests festgestellt.
Die Eigenproduktion des Impfguts an CO,, die im Blindversuch bestimmt wird, ist der Hauptgrund

dafiir, dafd eine Testkonzentration von weniger als 5 mg/l nicht eingesetzt werden kann. Wird der Test
mit einer Cl14-markierten Testsubstanz durchgefiihrt, kann die Konzentration erheblich niedriger

sein.
1.6. Beschreibung des Testverfahrens
1.6.1. Reagenzien
1.6.1.1. Wasser

Doppelt destilliertes Wasser, das frei von toxischen Substanzen ist, insbesondere Kupfer, einen niedrigen
Kohlenstoffgehalt (< 2,0 mg/l TOC) und einen spezifischen Widerstand von = 18 megohms * cm
aufweist. ‘

Das deionisierte Wasser darf nicht mehr als 10 % des durch die Priifsubstanz eingebrachten organischen
Kohlenstoffes enthalten.

1.6.1.2. Nihrmedium

a) Stammlidsung

FeCly - 6H,0 Eisen (Ill)chlorid, hexahydrat 0,250 g
geldst und mit Wasser (1.6.1.1) zu 1 000 ml ausgefiilit;

MgSO, - 7H20 Magnesiumsulfat, heptahydrat 22,50 g
gelést und mit Wasser (1.6.1.1) zu 1 000 ml aufgefille;

CaCl, Calciumchlorid - 27,50 g
geloést und mit Wasser (1.6.1.1) zu 1 000 ml aufgefiille;

KH,PO, Kaliumdihydrogenphosphat 8,50 g;
K,HPO, Dikaliumhydrogenphosphat ) 21,75 g;
Na,HPO, + 2H,0 Dinatriumhydrogenphosphat, dihydrat 33,40 g;
NH,Cl Ammoniumchlorid ‘ 1,70 g
gelost und mit Wasser (1.6.1.1) zu 1 000 ml aufgefiillt; ‘

(NH,),S0, Ammoniumsulfat 40,00 g

geldst und mit Wasser (1.6.1.1) zu 1 000 ml aufgefiillt.
b) Testmedium
Das Testmedium enthilt pro Liter Wasser (1.6.1.1) folgende Reagenzien
— 4 ml der obengenannten Eisenchloridlésung,
— 1 ml der obengenannten Magnesiumsulfatlosung,
— 1 ml der obengenannten Calciumchloridlésung,
— 2 ml der obengenannten Phosphatlésung,

— 1 ml der obengenannten Ammoniumsulfatlésung.

Der pH-Wert sollte 7,2 + 0,2 betragen.
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1.6.1.3. Kontrollsubstanzen

Anilin (frisch destilliert), Natriumacetat, Natriumbenzoat

1.6.1.4. Bariumhydroxid 0,025 N (0,0125 M)

In 11 hochreinem Wasser werden 4,0 g Ba(OH), - 8H,0 gelost. Dann wird filtriert und die klare Losung
luftdicht. verschlossen, um -eine CO,-Absorption aus der Umgebungsluft zu verhindern. Es ist

~ angebracht, bei der Durchfithrung von Testreihen jeweils mehr als § Liter Lésung zuzubereiten.
1.6.2. Gerite s
1.6.2.1. CO,-Eliminationseinrichtung

— Die Einrichtung wird fiir eine Serie von 12 Testgefiflen, die fiir die Priifung von 3 Priifsubstanzen
reichen, beschrieben. Als Testgefifd werden 4—35 1 fassende, braune Glasflaschen benutzt. Falls helle
Glaskolben benutzt werden, muf der Test unter Lichtabschluf durchgefiihrt werden;

— Vier 1-Liter-Plastikflaschen mit 7QO mi 10 N (10 M) NaOH-Lo6sung; y

— Ein 1-Liter-Erlenmeyerkolben mit 700 ml 0,025 N (0,0125 M) Ba(OH),-Lésung;

— Ein leerer 1-Liter-Erlenmeyerkolben als Auffanggefiff um zu vermeiden, daf8 Fliissigkeit in die
Testgefifle gelangt.

Diese Flaschen werden mit Hilfe von inerten Schliuchen miteinander verbunden und an eine Druckluft-
quelle angeschlossen. Die Luft wird wihrend des Tests stindig mit gleichbleibender Rate gehalten.

Fiir jede zusatzliche Gruppe von vier Flaschen muf eine weitere 1-Liter-Plastikflasche mit 700 ml 10 N
(10 M) NaOH hinzugefiigt werden.

1.6.2.2. Testgefifle

Fiir jede Testsubstanz braucht man vier 4 bis 5 Liter fassende braune Glaskolben mit Verschliissen.

1.6.2.3. CO,-Absorptionsgefifle

100 ml Waschflaschen, die mit Ba(OH), gefiillt sind.

1.6.3. Vorbereitung des Inokulums

Als Inokulum verwendet man frisch entnommenen Belebtschlamm aus einer gut funktionierenden
kommunalen Kliranlage. In diese Kliranlage sollten keine oder nur sehr wenige industrielle Abwisser
gelangen. .

Sofort nach Ankunft im Labor wird der Belebtschlamm vier Stunden lang beliiftet. 500 ml des
Belebtschlamms werden entnommen und ca. 2 Minuten lang mit einem Mixer homogenisiert. Dann lif}t
man den Belebtschlamm eine halbe Stunde absitzen.

Enthilt die iiberstehende Fliissigkeit nach 30 Minuten noch immer sehr viele suspendierte Stoffe, wird
die Absetzzeit um 30—60 Minuten verlidngert.

Vom Uberstand wird soviel dekantiert, daf jedes Testgefif mit einer Inokulummenge beimpft werden
kann, die 1 % des Ansatzvolumens entspricht. Eine Zugabe von suspendxerten Stoffen sollte vermieden
| werden, da diese die CO,-Messung beeinflussen kénnten.

Es ist niitzlich, aber nicht obligatorisch, die Zahl der Mikroorganismen im Inokulum zu bestimmen.
Normalerweise sollten 106 — 20 x 106 kolonienbildende Keime pro ml vorhanden sein. Das Inokulum
sollte am Tag der Zubereitung verwendet werden.
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1.6.4.

1.6.4.1.

1.6.4.2.

1.6.4.3.

Priifverfabren
Stammlésung

Eine Stammldsung der Priifsubstanz wird mit einer Konzentration von 1000 mg/l angesetzt.

Die Stammlésung kann nach dem Gehalt an organischem Kohlenstoff der Priifsubstanz angesetzt
werden. Ist dieser Anteil unbekannt, kann sie durch Einwaage der Priifsubstanz hergestellt werden. Zur
Erzielung einer homogenen Lésung mufl der Ansatz gut gemischt werden. Gleichzeitig sollte jedoch
Schaumbildung, die zur Aufkonzentration der Priifsubstanz fithren kénnte, vermieden werden. Bei
festen Proben kann es notwendig sein, den gesamten Inhalt der Probenflaschen vor Entnahme eines
Aliquots gut durchzumischen.

Dieser Teil des Verfahrens ist auferordentlich wichtig, weil die Berechnung des prozentualen biologi-
schen Abbaus direkt davon abhingt, ob die richtige Kohlenstoffmenge in das Testsystem gelangt.

Da der Phosphatpuffer aus dem Testmedium den pH-Wert im Ansatz normalerweise in einem neutralen
Bereich hilt, braucht der pH-Wert der Vorratslosung nicht korrigiert zu werden, solange er nicht

‘auflerhalb des Bereiches von 3—10 liegt.

Liegt der pH-Wert aufSerhalb dieser Grenzwerte, mufS ein Teil der Stammlésung mit 1 N (1 M) HCl
oder NaOH auf einen pH-Wert von 7,0 + 1,0 eingestellt werden. Wiahrend der Zugabe von Siure oder
Base mufl die Stammlésung kriftig gerithrt werden.

Zur Bestitigung der nominalen Konzentration an organischem Kohlenstoff kann die Stammlésung
(bzw. ein neutralisiertes Aliquot) auf ihren Gesamtgehalt an organischem Kohlenstoff (TOC) untersucht
werden. Auch die Stammlésung der Kontrollsubstanz muf$ auf ihren TOC-Wert gepriift werden.

Ist der zu priifende Stoff nicht wasserloslich, wird er direkt in die Testgefifie eingewogen oder
einpipettiert. )

In diesem Fall kénnen auch besondere Mafinahmen, wie der Einsatz von Ultraschall vorgenommen
werden, um eine bessere Verteilung der Testsubstanz zu erreichen.

Herstellen der Ansitze

Da 1 % Inokulum im CO, Testverfahren verwandt wird, ist es erforderlich, Verdiinnungen im
CO,-Priifmedium herzustellen.

Die Testansitze werden wie folgt hergestellt:

a) In jedes Testgefifl werden zunichst 2 470 ml Wasser (siehe 1.6.1.1) vorgelegt,

b) dann werden in jedes Testgefif je 3 ml der Stammlésungen von Ammoniumsulfat, Magnesiumsulfat
und Calciumchlorid, sowie 6 ml der Phosphat-Pufferlosung und 12 ml Eisenchloridlosung gege-
ben,

¢) dann werden jedém Testgefaf 30 ml Inokulum zugesetzt.

Diese Mischung wird 24 Stunden mit CO,-freier Luft beliiftet, um das System von CO, zu reinigen.

Nach dem Beliiften werden 3 CO,-Absorptionsflaschen mit 100 ml 0,025 N (0,0125 M) Ba
(OH),-Losung gefiillt und in Serien an jedes TestgefifS angeschlossen. .

Durchfithrung der Priifung

Der Test beginnt, wenn in zwei der vier Testgefife die Priifsubstanz zugesetzt wird. Jede Priifsubstanz
wird in zwei Konzentrationen mit 10 und 20 mg/[ gepriift.

Die Menge der erforderlichen Stammlésung der Priifsubstanz wird wie folgt berechnet:

B xC

Stammldsung pro Glaskolben, (ml) = Y
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1.6.5.

Es ist:

B = die Konzentration des zu priifenden Stoffes im Testgefif§ (mg/1).

A = die Konzentration des zu priifenden Stoffes in der Stammlésung (mg/1);
C = das Endvolumen des Testmediums im Testgefaf3 (ml).

Wenn die nétwendigc Menge an Stammlésung der Priifsubstanz zugegeben ist, fiillt man die Testgefafie
mit Wasser auf, so daf§ insgesamt 473 ml Fliissigkeit zugegeben werden.

In das dritte TestgefifS, das als Blindwertansatz dient und in das keine Priifsubstanz gegeben wird,
werden 473 ml Wasser gefiillt. Dem letzten der vier TestgefifSe wird, entsprechend dem Vorgehen wie
bei der Priifsubstanz, die Kontrollsubstanz in einer Konzentration von 20 mg/l zugesetzt. Das
Endvolumen jedes Testgefafles betragt damit 3 000 ml.

Bei Versuchsbeginn wird CO,-freie Luft in die Gefafe geleitet, und zwar in einer Menge von 50—100
ml/Min. pro Testgefil (= 1—2 Blasen pro Sekunde).

Bei Priifsubstanzen, die wasserunléslich sind und die direkt in die Testgefifle gegeben wurden, kann
zusitzlich ein magnetischer Rithrer verwendet werden. Bei Priifsubstanzen, die zur Schaumbildung
neigen, kann die Luft auch unter Riihren an die Fliissigkeitsoberfliche geleitet werden.

Das in den Testgefiflen freigesetzte Kohlendioxid reagiert mit dem Bariumhydroxid und wird als
Bariumkarbonat ausgefillt. Die freigesetzte CO,-Menge wird durch Riicktitration des verbliebenen
Ba(OH), mit standardisierter 0,05 N (0,05 M) HCl bestimmt, wobei Phenolphtalein als Indikator
benutzt wird. In regelmifligen Zeitabstinden (alle 2—3 Tage) wird die dem Testgefiff am nichsten
stehende Absorptionsflasche zur Titration entnommen. Die verbleibenden beiden Absorptionskolben
riicken jeweils um einen Platz auf und ein neuer Absorptionskolben mit 100 ml frischer 0,025 N
(0,0125 M) Ba(OH),-Lésung wird an das Ende der Serie hinzugefiigt.

Die Titrationen werden nach Bedarf durchgefiihrt. In den ersten 10 Tagen ca. alle 2—3 Tage (moglichst
bevor der erste deutliche BaCO3-Niederschlag in der zweiten Absorptionsfalle sichtbar wird), dann alle
5 Tage bis zum Testende.

Am 27. Tag wird der pH-Wert in den Testgefiflen gemessen, dann wird jedem Gefif§ 1 ml konzentrierte
Salzsiure zugesetzt, um das anorganische Carbonat als CO, auszutreiben. Anschlieend werden die
Testgefifle iiber Nacht beliiftet und dann aus jedem eine Probe zur DOC-Analyse entnommen. Am 28.
Tag erfolgt die letzte Titration in den Absorptionsgefaffen. Die Titration der 100 ml (Ba(OH),-Losung
wird nach Entnahme des dem Testgefifl am nichsten stehenden Adsorptionskolbens durchgefiihrt. Das
Ba(OH), wird mit 0,05 N (0,05 M) HCl unter Verwendung von Phenolphtalein als Indikator bestimmt.
Der Test wird bei Raumtemperatur (20 °C—25 °C) durchgefiihrt. Die Temperatur wird wihrend der
gesamten Testdauer aufgezeichnet. Wird vor dem 28. Tag eine Plateauphase verzeichnet, kann der Test
vorher abgeschlossen werden.

Hat der Abbau offensichtlich vor dem 28. Tag begonnen, aber am 28. Tag noch keine Plateauphase
erreicht, kann der Versuch 1—2 Wochen verldngert werden. )

Bestimmung der CO,-Produktion

Zur Messung der CO,-Entwicklung sind auch andere Methoden als die Riicktitration von Ba(OH), in
den Absorptionsgefifien denkbar. Das indert jedoch nichts am Testprinzip: Es konnte z. B. eine
kontinuierliche Aufzeichnung des produzierten CO, und damit des biologischen Abbaus méglich sein.

Der erste Schritt zur Berechnung des produzierten CO, ist die Beriicksichtigung der endogenen
CO,-Erzeugung des Inokulums. Dazu dient der Blindwertansatz. Von der produzierten CO,-Menge der
Testansitze wird der CO,-Wert des Blindwerts abgezogen.

Bei der Benutzung von 0,05 N (0,05 M) HCI zur Titration in den Absorptionsgefifien entspricht 1 ml
HCl 1,1 mg CO,.

DATEN UND AUSWERTUNG

Die Analysenergebnisse werden in das Formblatt (siehe Anlage 1) eingetragen. Die Werte firr den
biologischen Abbau werden gemaf 1.2 berechnet.
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Die CO,-Konzentrationen werden auf 0,1 mg/l genau angegeben. Die Werte fir den biologischen
Abbau werden auf ganze Prozentwerte abgerundet.

Der Verlauf des Abbaus wird graphisch in einem Diagramm dargestellt, das in Anlage 2 enthalten
ist.

Der Abbautest ist giiltig, wenn folgende Bedingungen erfiillt sind:

— Abbau der Kontrollsubstanz innerhalb von 28 Tagen zu = 60 %. Ist dies nicht der Fall, ist die
gesamte Testreihe ungiiltig und mufl mit einem anderen Inokulum wiederholt werden;

— COy-Produktion im Blindwertansatz < 50 mg/3 1.

3. ABSCHLUSSBERICHT

3.1. Priifbericht

Der Priifbericht enthilt
— das Formblatt mit den Daten;

— den graphisch dargesteliten Verlauf des Abbaus in einem Diagramm, in. dem die lag-Phase, die
Abbauphase, die Steigung und das Zeitfenster angegeben werden (,,Zeitfenster* bezeichnet hier einen
Zeitraum von 10 Tagen beginnend mit dem Tag, an dem der beobachtete Abbaugrad zum ersten
Mal 10 % iibersteigt);

— Angabe des Dispergier- bzw. Suspendierverfahrens, wenn es bei schwer wasserloslichen Substanzen
angewandt wurde;

— Entnahmeort und Zeitpunkt des Inokulums und eventuelle Vorbehandlung des Inokulums; Zeit-
punkt der Entnahme;

— Temperaturbereich wihrend des Tests;

— wenn die Keimzahl des Inokulums bestimmt wurde, ist die Zahl der Mikroorganismen pro ml
(colony forming units = CFU/ml) anzugeben;

— Nachweis der Giiltigkeit des Tests, d. h. Abbau der Kontrollsubstanz zu = 60 % innerhalb von 28
Tagen.

3.2. Interpretation der Ergebnisse

Aufgrund der Strenge dieses Tests bedeutet ein niedriges Ergebnis nicht unbedingt, daf§ die Priifsubstanz
unter Umweltbedingungen biologisch nicht abbaubar ist, sondern zeigt nur, dafl weitere Untersuchun-
gen notwendig sind, um dies festzustellen.

Priifsubstanzen, bei denen in diesem Test eine hohe CO-Bildung beobachtet wird, kénnen als biologisch
leicht abbaubar angesehen werden, falls diese Werte innerhalb von 10 Tagen nach dem Zeitpunkt
erreicht werden, bei dem der biologische Abbau zum ersten Mal 10 % iibersteigt.
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C. 6. ABBAUBARKEIT

BIOLOGISCHE ABBAUBARKEIT — GESCHLOSSENER FLASCHENTEST

1. METHODE

1.1. Einleitung

Zweck dieses Verfahrens ist die Messung der biologischen Abbaubarkeit organischer Verbindungen in
einem aeroben, wiflrigen Medium bei einer Testkonzentration von 2 (Standard-Konzentration) bis
10 mg/1 Prifsubstanz.

Im gegenwirtigen Stand der Entwicklung eignet sich der Test vor allem fiir die Bewertung der
biologischen Abbaubarkeit wasserloslicher Verbindungen. Zumindest grundsitzlich kénnen jedoch
auch fliichtige bzw. schlecht 16sliche Verbindungen getestet werden. :

Die empirische Formel der Priifsubstanz braucht man zur Berechnung des theoretischen Sauerstoff-
bedarfs (ThSB). Falls diese nicht bekannt ist, kann auch der chemische Sauerstoffbedarf (CSB) der
Priifsubstanz als Bezugswert dienen (siehe Anlage 1). )

Die Methode ist nur auf solche organischen Priifsubstanzen anwendbar, die bei den in den Tests
benutzten Konzentrationen keine hemmende Wirkung auf Bakterien haben. Ist die Priifsubstanz bei der
Testkonzentration nicht léslich, kénnen besondere Maffnahmen wie Ultraschalldispersion zur besseren
Verteilung der Priifsubstanz benutzt werden.

Informationen iiber den relativen Anteil der wichtigsten Bestandteile der Priifsubstanz sind fiir die
Interpretation der erzielten Ergebnisse, u. a. wenn diese niedrig sind, von Nutzen.

Die Kenntnis der Bakterientoxizitit der chemischen Substanz kann fiir die Interpretation niedrigerer
Ergebnisse und fiir die Auswahl geeigneter Testkonzentrationen von Nutzen sein.

Diese Methode kann zur Bestimmung des biochemischen Sauerstoffbedarfs (BSB) verwendet werden.

1.2, " Definitionen und Einheiten

Der biochemische Sauerstoffbedarf (BSB) errechnet sich aus der Differenz der -Sauerstoffabnahme
zwischen einer Blindlésung und einer Priifsubstanzlésung unter Testbedingungen. Man teilt das
Ergebnis durch die Konzentration (Masse pro Volumen) der Substanz und erhilt die Netto-Sauerstoff-
abnahme in mg BSB/mg-Substanz.

Der Abbau wird als das Verhiltnis zwischen BSB und ThSB bzw. von BSB und CSB definiert und in %
ausgedriickt.

Anmerkung:

Manchmal geben diese beiden Methoden (% _des ThSB bzw. % des CSB) nicht die gleichen

Ergebnisse.

% biologischer Abbau (von ThSB) = M8 Oz/mg Testsubstanz -,

ThSB
. . 0,/mg Testsubstanz :

o, 1 = mg O, g 1

% biologischer Abbau (von CSB) mg CSB/mg Testsubstanz x 100
Dabei ist:
ThSB = der theoretische Sauerstoffbedarf (Berechnung siehe Anhang 1);

CSB = der chemische Sauerstoffbedarf, der experimentell ermitcelt wird.
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1.3. Kontrollsubstanzen
. Die Verwendung geeigneter Kontrollsubstanzen zur Kontrolle des Inokulums ist wiinschenswert.

Anilin, Natriumacetat oder Natriumbenzoat (z. B.) kénnen zu diesem Zweck verwendet werden. Sie
miissen innerhalb von 28 Tagen zu einem Abbau von = 60 % fithren, sonst wird der Test als ungiiltig
betrachtet und mufl mit einem Inokulum aus einer anderen Quelle wiederholt werden.

1.4, Prinzip der Methode
Eine vorher bestimmte Menge der Verbindung wird in einem anorganischen Medium (mineralische
Nihrlésung) gelést und dabei eine Konzentration von etwa 2 mg Priifsubstanz/1 eingestellt. Die Losung
wird mit einer kleinen Anzahl polyvalenter Bakterien beimpft und in verschlossenen Flaschen im
Dunklen in einem Wasserbad konstant bei 20 °C—21 °C gehalten. Der- Abbau wird 28 Tage lang
‘mittels Sauerstoffanalyse verfolgt. Das Verfahren wird durch eine Kontrollsubstanz iiberpriift.
Ein Sauerstoffblindwert muf in einem parallelen Test, bei dem weder Priif- noch Kontrollsubstanz
vorhanden sind, bestimmt werden (Impfzehrkontrolle).
Gleichzeitig kann die Priifsubstanz auf mégliche hemmende Wirkungen auf das Inokulum untersucht
werden.

1.5. Qualititskriterien
Die Reproduzierbarkeit der Methode wurde in OECD- und EWG-Ringtests festgestellt.

1.6. - Beschreibung der Methode

1.6.1. Reagenzien

1.6.1.1. Destilliertes oder deionisiertes Wasser
Destilliertes oder deionisiertes Wasser, luftgesittigt, mit nicht mehr als 0,01 mg Cu/l. Das erforderliche
Tagesvolumen (z. B. 50 1) wird bei Raumtemperatur (so nahe wie méglich bei 20 °C) gehalten und
20 Minuten lang mit sauberer Druckluft stark beliftet. Im allgemeinen ist das Wasser nach 20-stiindi-
gem Stehen bei 20 °C gebrauchsfertig. Der Sauerstoffgehalt wird zu Kontrollzwecken bestimmt. Die
Konzentration sollte bei 20 °C 9,09 mg O,/1 betragen.
Das Fiillen und Umfiillen des luftgesittigten Wassers sollte blasenfrei durch Hebern erfolgen.

1.6.1.2. Nihrmedium

a) Stammldsung

Kaliumdihydrogenphosphat KH,PO, ‘ 8,50 g,
Dikaliumhydrogenphosphat K,HPO, A 21,75 g,
Dinatriumhydrogenphosphatdihydrat Na,HPO,* 2H,0 33,30 g,
Ammoniumchlorid NH,Cl ' 1,70 g,

werden gelost und mit destilliertem Wasser auf 1 000 ml aufgefiillt;

Der pH-Wert sollte 7,2 betragen.

Magnesiumsulfatheptahydrat MgSO,-7H,0 : 22,50 g
werden gelost und mit destilliertem Wasser auf 1 000 ml aufgefiillt;
Calciumchlorid CaCl, k _ 27,50 g
werden gelost und mit destilliertem Wasser auf 1 000 ml aufgefillt;
Eisen(Il)chloridhexahydrat FeCl; - 6H,0 0,25 g

werden gelost und mit destilliertem Wasser auf 1 000 ml aufgefiillt.
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b) Nihrmedium

Das Nihrmedium enthilt pro Liter Wasser (1.6.1.1) 1 ml jeder der oben genannten Stammlésungen.
Der pH-Wert sollte 7,2 + 0,2 betragen.

1.6.1.3. Kontrollsubstanzen

Anilin (frisch destilliert), Natriumacetat, Natriumbenzoat.

1.6.2. Gerdte

1.6.2.1. Geeichte- 250—300 ml-Flaschen mit Glasstopfen zur BSB-Bestimmung. Ersatzweise konnen auch
ungeeichte 250 ml-Enghals-Flaschen mit Schrigschliffstopfen, deren Volumen man selbst bestimmt,
benutzt werden.

1.6.2.2. Verschiedene 2-, 3- und 5-Liter-Kolben mit Litermarkierungen zur Vorbereitung des Experiments und
zum Fiillen der BSB-Flaschen.

1.6.2.3. 1—10 ml-Pipetten, Trichter und grobes Filterpapier.

Flaschen zur Bereitung des Inokulums.

1.6.2.4. Thermostatbad, in dem die Flaschen vor Licht geschiitzt bei konstanter Temperatur gehalten werden
konnen. '
1.6.3. Vorbereitung des Inokulums

Folgende Inokula werden verwendet. Ihre Brauchbarkeit wird mit einer Kontrollsubstanz gepriift

(1.6.1.3).

1.6.3.1. Inokulum aus Erde

Eine wiflrige Suspension aus 100 g nicht frisch gediingter Gartenerde (Erde aus einem Treibhaus, in
dem das ganze Jahr konstante Temperatur herrscht, ist besonders gut geeignet), wird in 1 1 chlorfreiem
Leitungswasser suspendiert. Nach 30 Minuten wird die Suspension durch ein grobes Filterpapier filtriert
und die ersten 200 ml des Filtrats verworfen. Der verbleibende Hauptteil des Filtrats dient zur Impfung
(1 Tropfen aus einer spitzen Pipette pro Liter Endvolumen). Das Inokulum wird unmittelbar vor dem
Experiment angesetzt. Soll es mehrere Stunden aufbewahrt werden, mufl es beliiftet werden. Die
Keimzahl kann nach dem Koch’schen Plattenguflverfahren oder dem Nihrscheibenkartonverfahren
bestimmt werden. Es sollten nicht mehr als 103 bis 105 Keime pro ml Endvolumen vorhanden sein.

1.6.3.2. Inokulum aus Kliaranlagenablauf

Das Inokulum sollte vorzugsweise aus einer Kliranlage stammen (Belebtschlammanlage oder Tropfkor-
per), die hauptsichlich hiusliche Abwisser reinigt. Der Kliranlagenablauf muff zwischen Entnahme und
Verwendung aerob gehalten werden. Zur Vorbereitung der Impfung wird die Probe durch ein grobes
Filterpapier filtriert. Die ersten 200 m! werden verworfen. Der Rest des Filtrats wird bis zum Gebrauch
aerob gehalten. Das Inokulum muf am Tag der Probenahme verwendet werden.

1.6.3.3. Inokulum aus einer Labor-Belebtschlammanlage

Der Ablauf einer stark beliifteten Labor-Belebtschlammanlage wird hierzu verwendet. Das Inokulum
wird wie unter 1.6.3.2 vorbereitet.
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1.6.3.4.

1.6.4.

1.6.5.
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Misch-Inokulum

3 verschiedene Impfproben (1.6.3.1 — 1.6.3.3) werden zu gleichen Teilen gut gemischt und aus dieser
Mischung das endgiiltige Inokulum entnommen.

Priifverfahren

Alle vor der Inkubation notwendigen Arbeiten miissen bei etwa 20 °C durchgefiihrt werden. Gruppen
von Flaschen (1.6.2.1) werden zur Bestimmung des BSB-Werts der Priifsubstanz bzw. der Kontrollsub-
stanz in parallelen Versuchsreihen vorbereitet (siche Anlage 2). Wenn chemische Analysen gleichzeitig
durchgefithrt werden, mufl eine geniigend groffe Anzahl von Flaschen — einschliefflich der fiir die
Kontroll- und Blindversuche — vorbereitet werden. So sind beispielsweise 7 oder 15 parallel angeord-
nete Flaschen im Hinblick auf die Analysen nach 0, 5, 15 und 28 Tagen pro Priifsubstanz erforderlich.
Dementsprechend mufl in groflen Kolben eine ausreichende Wassermenge bereitgestellt werden
(1.6.2.2).

Diese groflen Flaschen werden zuerst mit einem Ansaugheber zu einem Drittel ihres Volumens mit
destilliertem Wasser (1.6.1.1) gefiillt. Dann werden je nach Endvolumen die verschiedenen Stamm-
lésungen (1.6.1.2) Priif- oder Kontrollsubstanzen in solchen Mengen zugesetzt, daff Endkonzentratio-
nen von 2 bzw. manchmal 5§ oder 10 mg/1 erreicht werden.

Die Konzentration von etwa 9 mg gelostem Sauerstoff pro Liter Wasserlosung bei 20 °C beschrinkt die
mogliche Ausgangskonzentration der Priifsubstanz auf etwa 2 mg/l. Nur so ist nach Oxidation der
Priifsubstanz eine geniigende Restsauerstoffkonzentration gewihrleistet.

Schwer abbaubare Substanzen mit niedrigem ThSB-Wert werden parallel dazu bei hoheren Konzentra-
tionen getestet. Dann wird mit der Pipette 1 Tropfen Inokulum pro Liter Endvolumen zugesetzt. Das
gleiche gilt fiir den Blindversuch.

Schlieflich wird die Lésung mit einem Ansaugheber, der bis zum Boden der Flasche reicht, aufgefiillt.
Dadurch wird eine ausreichende Durchmischung gewahrleistet. Danach wird jede zubereitete Lésung
sofort mit dem Ansaugheber aus dem unteren Viertel der Flasche (nicht vom Flaschenboden) in die
jeweilige Flaschengruppe gefiillt.

AuBerdefn werden die Eigenzehrungskontroll-Flaschen analysiert bzw. zur spateren Analyse konserviert
(zur O,-Bestimmung durch Ausfillen mit MnCl, (Mangan(Il)chlorid) und NaOH (Natriumhydro-
xid). ‘ .

Die restlichen parallelen Flaschen werden unter Lichtabschluff in ein Wasserbad von 20 °C gesetzt und
nach 5, 15 bzw. 28 Tagen entnommen und analysiert. Neben jeder Serie fiihrt man vollstindige
Parallelversuche zur Blindwertbestimmung und zur Ermittlung der O,-Eigenzehrung ohne Inokulum
oder Kontrollsubstanz durch.

Hemmtest

Beim Geschlossenen Flaschentest kénnen Substanzen auf einfache Weise auf Hemmung untersucht
werden: '

Serie 1: 2 mg/l einer gut abbaubaren Verbindung, z. B. Fettalkohol, kondensiert mit Ethylenoxid in
einem Molverhiltnis von 1:10 bzw. irgend einer Eichsubstanz.

Serie 2:  x mg/] Priifsubstanz (x ist normalerweise 2).

Serie 3: 2 mg/l der gut abbaubaren Substanzen und x mg/! Priifsubstanz.

Sind die BSB-Werte der Serie 3 niedriger als die Summe der BSB-Werte der Serien 1 und 2, kann die
Priifsubstanz bei dieser Konzentration als bakterienhemmend angesehen werden. Dieses Kontrollexperi-
ment ist immer notwendig, wenn keine oder eine schlechte Abbaubarkeit angesichts der Struktur der

Priifsubstanz unlogisch erscheint und es Hinweise darauf gibt, daf§ dies auf Hemmung zuriickzufiihren
ist.

Bestimmung des gelosten Sauerstoffs

Der Gehalt an geléstem Sauerstoff wird nach einem chemischen oder elektrochemischen, international
oder national anerkannten Standardverfahren bestimmt.
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2. DATEN UND AUSWERTUNG -
Die Analysenergebnisse werden im anhidngenden Formblatt aufgezeichnet (siche Anlage 3).

Der Verlauf des Abbaus wird graphisch in einem Diagramm dargestellt; das ifx Anlage 4 enthalten
ist.

Die ErgebnisSe des Abbautests sind giiltig, wenn die Bedingungen erfiillt sind,

— daf in der gleichen Testserie die Kontrollsubstanz innerhalb von 28 Tagen einen Abbau von
= 60 % erzielt. Falls dies nicht der Fall ist, muf die ganze Serie verworfen werden;

— daf die O,-Eigenzehrung nach 5 Tagen 0,3 mg O,/ und nach 28 Tagen 0,4 mg O,/] nicht
iiberschreitet. In der Impfzehrkontrolle sollten folgende Werte nicht iiberschritten werden: 0,5 mg
0O,/1 nach 5 Tagen und 0,6 mg O,/l nach 15 und 28 Tagen.

3. ABSCHLUSSBERICHT

3.1. Priifbericht

Der Priifbericht enthilt
— Angaben entsprechend dem Formular (Anlage 3);

—~ den graphisch dargestellten Verlauf des Abbaus in einem Diagramm, in dem die lag-Phase, die
Abbauphase, die Steigung und das Zeitfenster angegeben werden (,Zeitfenster* bezeichnet hier einen
Zeitraum von 10 Tagen beginnend mit dem Tag, an dem der beobachtete Abbaugrad zum ersten
Mal 10 % iibersteigt); )

— eine Angabe der Methode zur Bestimmung des chemischen Sauerstoffbedarfs;
— eine Angabe der Methode zur Sauerstoffmessung;
— Angaben iiber die Dispersion von unter Testbedingungen schwerldslichen Substanzen;

— Kriterien fiir die Giiltigkeit des Tests.

3.2, Interpretation der Ergebnisse

Die Méglichkeit, daf stickstoffhaltige Verbindungen die Ergebnisse beeinflussen kénnen, sollte bedacht
werden.

Aufgrund der Strenge dieses Tests bedeutet ein niedriges Ergebnis nicht unbedingt, daf die Priifsubstanz
unter Umweltbedingungen biologisch nicht abbaubar ist, sondern zeigt nur, daf weitere Untersuchun-
gen notwendig sind, um dies festzustellen.

Priifsubstanzen, bei denen in diesem Test eine hohe CO-Bildung beobachtet wird, kénnen als biologisch
leicht abbaubar angesehen werden, falls diese Werte innerhalb von 10 Tagen nach dem Zeitpunkt
erreicht werden, bei dem der biologische Abbau zum ersten Mal 10 % tiibersteigt.
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Anlage 1

Berechnung des theoretischen Sauerstoffbedarfs (ThSB)
Der ThSB der Substanz C HyCl N,Na,,O,P,S; mit dem Molekulargewicht MG wird nach folgender
Formel berechnet: :
16(2c +1(h -l -3n) +3s +3p + dna -0
2 2P+ 32
MG

ThSByy, =

Diese Berechnung geht davon aus, daff C zu CO;, H zu H,0, P zu P,O; und Na zu Na,0 oxidiert wird.
Halogen wird als Halogenwasserstoff und Stickstoff als Ammoniak eliminiert.

Beispiel: Glukose C¢H,,04, MG = 180

1
16(2-6+5~12—6)
180

ThSB = = 1,07 mg O,/mg Glukose.

Molekulargewichte von Salzen, die nicht von Alkalimetallen stammen, werden unter der Annahme
berechnet, daff die Salze hydrolisiert worden sind.

Man geht davon aus, dafl Schwefel zu + 6 oxidiert wird.
Beispiel: Natrium n-Alkylbenzolsulfonat C,3H;,SO;Na.

Molekulargewicht: 348

2., .1
16(36+2+3+2—3)
348

ThSB = = 2,34 mg O,/mg Substanz.

Aus stickstoffhaltigen Substanzen kann Stickstoff als Ammoniak, Nitrit oder Nitrat eliminiert werden,
was den theoretischen Sauerstoffbedarf bestimmt.

16 (2’ ¢+ lth-c) +3n+ 35+ 3+ 3p ,J',%,",a'_ o)

ThSBN02 = MG
5
16(2c+%(h —-d) + 3s + 3n +—§~p +%na—o)
ThSBNO3 = MG -

Angenommen, im Falle eines sekundiren Amins ist durch Analyse festgestellt worden, daf8 der gesamte
Stickstoff als Nitrat vorliegt: (C;,H,5), NH, MG: 353

(C12H25)2 NH, MG: 353

51
48+7+

5
2)

= / .
353 3,44 mg O,/mg Substanz

16 (
ThSByo, =
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Anlage 3

Biologischer Abbau: Geschlossener Flaschentest (Formblatt)

Pritfinstitut: .. i e e e e e e
Untersuchungsleiter: . . ..o v vt it i ittt e e i e e e e
Testbeginn am: . ... ... ... e Experiment-Nr. .............
Pritfsubstanz: ... e e et e
Chemische Struktur: . . . ... e e e et
Analyse (Winkler-Verfahren oder Sauerstoffelektrode): .......... ... ... .. ...
ThSB oder‘ClSB der Testsubstanz: .. ....... ..ottt mg O,/mg
Temperatur des Wassers nach Beliiftung: . ....... ..ot iiinninnenn..
0,-Konzentration des Wassers nach Beliiftung und Absetzen vor Testbeginn: .......... mg O,/1
Testergebnis

D= ..o BSB, ausgedriickt in % ThSB nach 28 Tagen oder

D,= i BSB, ausgedriickt in CSB nach 28 Tagen

Kontrollsubstanz: . . .. ..ot e e e e
Ergebnist  ......ii.n.... BSB, ausgedriickt in % ThSB nach 28 Tagen

L AT g TR A
Bemerkungen:
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Priifinstitut:

Priifsubstanz:  .............. e e

Experiment NI . oottt ittt et ittt ittt e e e .

T I B S R T T T T R A Y

A: Oj-Bestimmungen:

mg O,/1 nach x Tagen

Kolben
Nr. 5 15 28
Min. Nahrlosung ohne Test- c - - -
substanz und ohne Impfung Oy
Kontrolle
Cy — —-— —_—
Mittel- _a+g
wert Mo = =5
Min. Nahrlésung ohne Test- 1 c3
substanz aber mit Impfung
2 Cq
Mittel-
wert _C3+cy
Blind- My =~
versuch
Min. Nihrlésung mit Test- ' 1 a;
substanz und Impfung
2 az
Mittel-
wert _a+a
Prif- M ==
substanz

. B: O,-Abnabme (mg BSB/1) nach x Tagen

BOD, - (mg - m,) — (ml - my) ()

mg BSB/1 nach x Tagen

- S 15 28
(1) Diese Differenz ist fiir die Giiltigkeitskontrolle des Tests
von Bedeutung (Siche 1.6.3.1.3.)

C: Bewertung

, = —meBSB/ oder % BSB,/CSB = —MEBSB/ 444

) Mg bstanz’ 1 - ThSB MEupstanz’ 1 - CsB

nach x Tagen
M 15 28

% BSB/ThSB

% BSB,/CSB
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C. 7. ABBAUBARKEIT
BIOLOGISCHE ABBAUBARKEIT — MODIFIZIERTER MITI-TEST
1, METHODE
1.1. Einleitung
Zweck dieses Priifverfahrens ist die Messung der biologischen Abbaubarkeit von organischén Substan-
zen im wiflrigen Medium mit Hilfe eines Respirometers, das den biochemischen Sauerstoffbedarf (BSB)
aufzeichnet.
Zur Berechnung des theoretischen Sauerstoffbedarfs (ThSB) der Priifsubstanz wird deren empirische
Formel benétigt.
Die Methode ist nur fiir solche organische Priifsubstanzen geeignet, die bei den im Test verwendeten
Konzentrationen
— einen vernachlissigbaren Dampfdruck aufweisen,
— auf Bakterien keine Hemmung ausiiben,
— das Absorptionsmittel fiir Kohlendioxid weder erreichen noch damit reagieren.
Wenn die Priifsubstanz bei der im Test verwendeten Konzentration nicht 1éslich ist, miissen gegebenen-
falls besondere Mafinahmen ergriffen werden, um eine gute Verteilung zu erreichen, so z. B. eine
Dispersion mit Ultraschall. o
Informationen iiber die toxische Wirkung der Priifsubstanz gegeniiber Mikroorganismen kénnen fiir die
Interpretation von Priifergebnissen, die nur einen geringen Abbau anzeigen, von Nutzen sein.
Informationen iiber den relativen Anteil der wichtigsten Verunreinigungen der Priifsubstanz kénnen
sowohl fiir die Interpretation der Ergebnisse, wie auch fiir die Wahl der am besten geeigneten
Priifkonzentration von Nutzen sein.
1.2. Definitionen und Einheiten
(BSB — B)
o, -\ ) o,
Prozentualer Abbau (%) = ThSB (oder CSB) x 100 %
oder
Prozentualer Abbau (%) = @—S_{)—S—a—) x 100 %
Dabei ist:
BSB:  Biochemischer Sauerstoffbedarf der Priifsubstanz, der BSB-Kurve entnommen (experiméntell
ermittelt) (mg);
B: Biochemischer Sauerstoffbedarf des Blindwerts (Nihrmedium und Inokulum), der BSB-Kurve
entnommen (experimentell ermittelt) (mg);
ThSB: Theoretischer Sauerstoffbedarf fiir die vollstindige Oxidation der Priifsubstanz (berechnet)
{mg); ;
Sa: Restliche Menge der Priifsubstanz am Ende des biologischen Abbautests (experimentell
ermittelt) (mg);
Sb: Restliche Menge der Priifsubstanz am Testende in einem Ansatz, der nur aus Wasser und der
Priifsubstanz besteht (experimentell ermittelt) (mg).
1.3. Kontrollsubstanzen ¥

Zur Pritfung der Aktivitit des Inokulums ist die Verwendung von Kontrollsubstanzen wiinschenswert.
Anilin, Natriumacetat oder Natriumbenzoat kénnen hierfiirr benutzt werden. Der Test kann als giiltig
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betrachtet werden, wenn der aus dem Sauerstoffbedarf berechnete, prozentuale Abbau des Anilins nach
7 Tagen einen Wert von 40 % und nach 14 Tagen einen Wert von 65 % erreicht hat. Wenn die
Wiederauffindungsrate von Sb recht gering ist, wird der Test als ungiiltig betrachtet.

1.4. Prinzip der Methode

Die Priifsubstanz ist die einzige Quelle an organischem Kohlenstoff. Die Mirkoorganismen sind nicht an
die Priifsubstanz adaptiert.

Zur Messung des Sauerstoffverbrauchs wird ein automatisch arbeitendes, geschlossenes System (Respi-
rometer) verwendet. Die Priifsubstanz wird zusammen mit den Mikroorganismen des Inokulums in die
Testgefifle gegeben. Wihrend der Dauer des Tests wird der biochemische Sauerstoffbedarf (BSB)
stindig im Respirometer gemessen. Die biologische Abbaubarkeit wird aus dem BSB und aus
zusitzlichen chemischen Analysen ermittelt. Als Analysen kommen z. B. die Messung der Konzentration
des geldsten organischen Kohlenstoffs (DOC) oder der restlichen Priifsubstanz in Frage.

1.5. Qualititskriterien

1.5.1. Reproduzierbarkeit

Die Reproduzierbarkeit ist im allgemeinen gut, vor allem bei Priifsubstanzen, die eine Wasserloslichkeit
von mehr als 0,1 g/1 besitzen. ‘

1.5.2. Empfindlichkeit

A) Messung des Sauerstoffverbrauchs:
Die Nachweisgrenze liegt bei 1 mg (Sauerstoffverbrauch durch die Mikroorganismen).

B) Chemische Analysen:
Die Empfindlichkeit hangt von der analytischen Methode ab.

1.5.3. Spezifische Anwendbarkeit

Der Test ist fiir alle Priifsubstanzen anwendbar, die einen Quotienten (C) Wasser/(C) Luft = 1
besitzen.

Bei flichtigen Priifsubstanzen sollte ein modifiziertes Respirometer verwendet werden, das besondere
Kapillarrdhren besitzt, ansonsten aber dem normalen Respirometer entspricht (siche Anlage 1).

1.6. Beschreibung der Methode
1.6.1. Reagenzien
1.6.1.1. Das deionisierte Wasser darf nicﬂt mehr als 10 % Kohlenstoff, verglichen mit der Konzentration der

Priifsubstanz, enthalten.

1.6.1.2. Nihrmedium

Jeweils 3 ml der nachfolgend aufgefithrten Losungen A, B, C und D werden mit deionisiertem Wasser
auf ein Volumen von 1 000 ml aufgestockt.

a) Dikaliumhydrogenphosphat K,HPO, 21,75 g;
Kaliumdihydrogenphosphat KH,PO, 8,50 g;
Dinatriumhydrogenphosphat-dodecahydrat Na,HPO,-12 H,0 44,60 g;
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Ammoniumchlorid NH,C! 1,70 g
geldst in 1 000 ml Wasser, der pH-Wert sollte 7,2 betragen.

b) Magnesiumsulfat-heptahydrat MgSO,+7 H,0 22,50g
geldst in 1 000 m! Wasser. ’

¢) Calciumchlorid CaCl, 27,50g
gelost in 1 000 ml Wasser. k

d) Eisen(Ill)chlorid-hexahydrat FeCl;-6 H,O 0,25¢g

gelost in 1 000 ml Wasser.

1.6.2. Gerite
Respirometer mit 6 Testgefiflen mit je 300 ml Volumen.

Gefifle 1 und 2:

300 ml deionisiertes Wasser und 30 mg Priifsubstanz.

Gefifle 3 und 4:

300 m! Nihrmedium, 9 mg Belebtschlamm (Trockensubstanz) und 30 mg Priifsubstanz.

Gefifd 5:

300 ml Nihrmedium, 9 mg Belebtschlamm (Trockensubstanz) und 30 mg Anilin oder eine andere
Kontrollsubstanz. : .

Gefifd 6:

300 ml Nihrmedium und 9 mg Belebtschlamm (Trockensubstanz).

1.6.3. Vorbereitung des Inokulums

1.6.3.1. Belebtschlamm

Entnahmeorte der Belebtschlimme:

Belebtschlamm wird in der Regel an 10 verschiedenen, iber das ganze Land verteilten Orten
entnommen, wobei Gebiete bevorzugt werden, in denen besonders viel chemische Substanzen gebraucht
oder entsorgt werden.

Fiir den Standardbelebtschlamm des Japanese Chemical Biotesting Center wird Schlamm beispielsweise
an folgenden Stellen genommen und dann gemischt:

— aus 3 kommunalen Kliranlagen, im nérdlichen, mittleren und sidlichen Teil Japans,

— aus einer Industriekliranlage, in der Abwisser der Chemischen Industrie behandelt werden_,
— aus 3 Flassen im nérdlichen, mittleren und siidlichen Teil Japans,

— aus einem See im mittleren Japan,

— aus 2 Meeresbuchten in Japan,

Haufigkeit der Probenahme des Belebtschlamms:

In der Regel sollte viermal im Jahr, im Mirz, Juni, September und Dezember eine Probe genommen
werden.

Methoden der Belebtschlammentnahme:
— aus Kliranlagen wird 1 1 Riicklaufschlamm entnommen;

— aus Fliissen, Seen, Siimpfen und dem Meer werden 11 Oberflichenwasser und 11 Boden aus dem
Uferbereich, der mit der Atmosphire in Kontakt ist, entnommen.



Nr. L 251/202 k Amtsblatt der Europiischen Gemeinschaften - 19. 9. 84

Vorbereitung:

Die Proben der verschiedenen Entnahmeorte werden unter Rihren in einem Behalter gemischt. Dann
1aBt man die gesamte Probe stehen. Die aufschwimmenden Stoffe werden entfernt, die iiberstehende
Fliissigkeit wird abfiltriert (Filterpapier Nr. 2). Das Filtrat wird mit Natronlauge oder Phosphorsiure
auf einen pH-Wert von 7,0 + 1,0 eingestellt. Dann wird es in einen Zuchtbehilter umgefiillt und
beliiftet. v

Zucht des Belebtschlamms:

Einmal pro Tag wird die Beliiftung fiir ca. 30 Minuten abgeschaltet, dann wird ungefihr !/; des
Uberstands entnommen. Danach wird die gleiche Menge eines 0,1%igen synthetischen Abwassers
hinzugefiigt. Die Belebtschlammzucht wird bei 25 °C + 2 °C gehalten. Das synthetische Abwasser
enthilt pro 1| Wasser 1g Glukose, 1g Pepton und 1g Kaliumhydrogenphosphat. Es wird mit
Natronlauge auf einen pH-Wert von 7,0 + 1,0 eingestellt.

Kontrolle:

Zur Kontrolle der Belebtschlammzucht werden folgende Faktoren tberpriift und, wenn nétig, korri-
giert:

— Aussehen des Uberstands: Der Uberstand des Belebtschlamms sollte klar sein;

— Absetzeigenschaften des Belebtschlamms: Der Belebtschlamm muf sich in grofen Flocken gut
absetzen; -

— Stand der Belebtschlammbildung: Wenn sich keine Flocken bilden, mufl entweder die Menge oder
die Zugabefrequenz des 0,1%igen synthetischen Nihrmediums erhoht werden;

— pH-Wert: Der pH-Wert des Uberstands soll bei 7,0 + 1,0 liegen;
— Temperatur: Die Inkubationstemperatur des Belebtschlamms betragt 25 °C + 2 °C;

— Intensitit der Beliiftung: Wenn der Uberstand durch das synthetische Abwasser ersetzt wird, muf§
der Belebtschlamm so beliiftet werden, dafl die Konzentration an geldstem Sauerstoff ‘nicht unter
5 mg/l absinkt;

— Mikroflora des Belebtschlamms: Bei einer mikroskopischen Untersuchung (bei etwa 100—400facher
Vergroflerung) miissen verschiedene Protozoenarten und Belebtschlammflocken zu sehen sein;

— Mischen von frischem und altem Belebtschlamm: Um frischen und alten Belebtschiamm bei einer
vergleichbaren Aktivitit zu halten, wird wie folgt gemischt. Das Filtrat des Uberstands des alten,
bereits in der Priifung verwendeten Belebtschlamms, wird mit einem gleichen Teil Uberstandsfiltrat
eines frisch gesammelten und vorbereiteten Belebtschlamms gemischt. Diese Mischung wird weiter-
geziichtet;

— Aktivititskontrolle des Belebtschlamms: Die Aktivitit des Belebtschlamms sollte regelmifig, minde-
stens jedoch alle 3 Monate iiberpriift werden. Diese Priifung erfolgt mit einer Kontrollsubstanz nach
der hier beschriebenen Priifmethode. Die Kontrolle muf§ besonders sorgfiltig durchgefiihrt werden,
wenn frischer und alter Belebtschlamm gemischt wurden, um den Vergleich zum alten Belebt-
schlamm zu haben.
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Beispiel fiir die Praparation der Belebtschlammproben und Ubersicht der Verwendungszeitriume:

Dezember | Januar : Februar I

T JIC v —|
Zucht Verwendung im Test

Mirz | April v Mai I

“ - JIL v Jl
Mischen Zucht Verwendung im Test

Juni l Juli August |

[ - JI< - )I
Mischen Zucht Verwendung im Test

September Oktober ' November l

(- v )I& ~— Jl

Mischen Zucht Verwendung im Test -

(Dieses Schema wird entsprechend weitergefiihrt).

1.6.4. Vorbebandlung der Prﬁfsubstanz

Wenn die Priifsubstanz in der vorgesehenen Konzentration nicht in Wasser gelést werden kann, solite sie
so fein wie méglich verteilt werden.

1.6.5. Zugabe der Priifsubstanz und Testvorbereitung
Folgende Testgefifle werden benétigt. Sie werden an die Priiftemperatur angepafit (siche 1.6.2).

1. Zwei Testgefile mit Wasser und 100 mg/1 Priifsubstanz (Gefifle 1 und 2);

2. Zwei Testgefifle mit Nihrmedium, Inokulum und 100 mg/l Priifsubstanz. Der pH-Wert der
Ansitze mufl, wenn nétig, auf 7 eingestellt werden, bevor das Inokulum zugegeben wird (Gefifle 3
~ und 4); '

3. Ein Testgefif! mit Nihrmedium, Inokulum und 100 mg/] Anilin oder einer anderen Kontrollsub-
stanz (Gefaf 5);

4. Ein Testgefif fiir den Blindwert, das nur Nihrmedium und Inokulum enthilt (Gefif 6).

1.6.5.1. Beimpfung mit Belebtschlamm

Das Inokulum wird in die Testgefifle 3, 4, S und 6 gegeben. Die Konzentration an Trockensubstanz, die
z. B. nach den Japanese Industrial Standards bestimmt wird, begrigt 30 mg/1.

1.6.5.2 Testbedingungen

— Konzentration der Priifsubstanz: 100 mg/1;
— Konzentration des Belebtschlamms: 30 mg/1;
— Testtemperatur: 28 °C—25 °C; sie sollte tiglich iiberpriift werden;

— Testdauer: 28 Tage;
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1.6.6.
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1.6.7.

— die Prisfansitze werden im Dunkeln gehalten. Die Farbe des Inhalts der Testgefafie sollte taglich auf

eine mogliche Verinderung gepriift werden;

— die Priifansitze werden mit einem mechanischen Riihrer geriihrt.

Durchfiibrung der Prifung

Die BSB-Kurve wird bis zum Ende der Prifung (28 Tage) kontinuierlich aufgezeichnet (siehe -Abbil-
dung). Am Ende der Priifung (28 Tage) werden der pH-Wert und die Konzentration der restlichen

Priifsubstanz sowie die der Zwischenprodukte in den Testgefiflen bestimmt.

Abbildung

BSB-Kurve von Anilin

L BSB

Abbauphase -
lag-Phase P [ B :
1 1 1 8 1
1 2 3 4 3 8 9_ Tage

Die Priifsubstanz im Testgefif ohne Belebtschlamm wird ebenfalls analysiert, um zu priifen, ob sie sich
wihrend der Priifdauer verindert hat oder ob eine Elimination durch Verdunstung oder Adsorption an

die Gefiffwand eingetreten ist.

Analysengerdte

Wenn die Priifsubstanz wasserlaslich ist, wird die restliche Konzentration an organischem Kohlenstoff

am Ende der Priifung bestimmt.
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2.1.

2.2,

3.1,

a) Bestimmung in emem DOC-Analysator: 10 ml Testlosung werden jedem Testgefiff entnommen und
bei 3000g 5 Minuten lang zentrifugiert. Im Uberstand wird dann der DOC mit Hilfe des
DOC-Analysators gemessen;

b) Sonstige Analyse: Der Gesamtinhalt des Testgefifles wird mit einem fiir die Priifsubstanz geeigneten
Losemittel extrahiert. Nach einer entsprechenden Vorbehandlung, wie z. B. einer Aufkonzentrie-
rung, wird der restliche Anteil der Priifsubstanz mit Hilfe eines geeigneten Analysengerites
(Gaschromatograph, Massenspektrometer, Spektralphotometer u. a.) bestimmt;

Fliichtige Priifsubstanzen: Wenn eine fliichtige Priifsubstanz gepriift wird, sollte das Thermostatenbad
des Respirometers auf 10 °C abgekiihlt werden. Bei dieser Temperatur sollte es mindestens 30 Minuten
gehalten werden, um eine Verdunstung der Priifsubstanz zu verhindern. Dann wird die Analyse
entsprechend Buchstabe a) oder b) durchgefiihrt.

DATEN UND AUSWERTUNG

Berechnung der Ergebnisse

Die Verfahren zur Berechnung des prozentualen Abbaus aus den Ergebnissen der Messung des
Sauerstoffbedarfs und der direkten Analyse sind bei 1.2 angefiihrt.

‘Vergleich der Ergebnisse

Der theoretische Sauerstoffbedarf (ThSB) wird entweder nach der urspriinglichen MITI-Methode oder
nach der im Anhang 2 angegebenen Methode berechnet:

Element oxidierte Form
Cc ‘ co,
H H,0
S 50,

X (Halogene) X

ABSCHLUSSBERICHT

Priifbericht

Der Priifbericht enthilvt folgende Punkte:

~— Informationen iiber die Priifsubstanz;
Name, Strukturformel, Molekulargewicht, Reinheit, Art der Verunreinigungen, physikalische und
chemische Eigenschaften, Identifizierungsdaten;

— Priifbedingungen;

— Belebtschlamm, Entnahmestellen und Konzentration;

— Testsubstanz, Konzentration;

— Testdauer;

— Priiftemperatur;

— Analysenverfahren, Vorbehandlung, Instrumentelle Meflbedingungen, Wiederauffindungsrate,
Identifizierung von Zwischenprodukten;



Nr. L 251/206 Amtsblatt der Europdischen Gemeinschaften 19. 9. 84

— Priifergebnisse, Abbaukurven (Priif- und Kontrollsubstanz),

BSB (mg),
B (mg),
Sa (mg),
Sb (mg),
ThSB (mg),

prozentualer Abbau, ermittelt iiber die BSB-Bestimmung,
prozentualer Abbau, ermittelt iiber die chemische Analyse;

— Chromatogramme und Spektren, die fiir die Analysen benétigt wurden;

— Nachweis der Giiltigkeit der Priifung (siehe 1.3).

3.2, Interpretation
Es ist zu beriicksichtigen, daf stickstoffhaltige Vt;rbindungen das Priifergebnis beeinflussen kénnen.

Stellt man fest, dafl die Wiederaufﬁﬁdungsrate von Sb bei 10 % oder darunter liegt, ist dies entweder ein
Hinweis auf analytische Probleme oder es kénnte z. B. eine Hydrolyse vorliegen. In einem solchen Fall
miissen die Ergebnisse besonders vorsichtig interpretiert werden.

Weil dieser Test abbaubare Substanzen recht scharf differenziert, bedeutet ein niedriger -Abbaugrad
nicht unbedingt, daf§ die Priifsubstanz in der Umwelt nicht abgebaut wird. Um eine solche Aussage
treffen zu kénnen, miissen weitere Untersuchungen durchgefiihrt werden.

Priifsubstanzen, die in diesem Test einen hohen Sauerstoffbedarf aufweisen, kénnen als biologisch leicht
abbaubar betrachtet werden. Voraussetzung ist jedoch, daf der Abbau innerhalb von 10 Tagen, ab dem
Tag, an dem 10 % abgebaut wurden, abgeschlossen ist.

4. LITERATUR

(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, MITTI) (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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Anlage 1

Funktionsprinzip eines Gerites zur Bestimmung des Sauerstoffverbrauchs in einem geschlossenen
System

»

Die Messung des Sauerstoffverbrauchs der Mikroorganismen erfolgt in einem Coulometer, einem Gerit;
das nach einem elektrochemischen Prinzip (Coulometrie) arbeitet.

In der Abbildung wird das Gerit als Blockdiagramm dargestellt.

Abbildung

Blockdiagramm des Coulometers Bei der modifizierten

Form des Coulometers
fir die Prifung leicht
fliichtiger Substanzen ist
die Verbindung zwischen
dem Testgefil und der

Elektrolysezelle als Kapil-
~ lare ausgebildet.

14 A 4 )
v

v

|
|
!
I
!
|
!
!
I
I
J

‘ zum
Schreiber

Mefeinheit (6fach) ‘ Monitoreinheit

LL .

==
!
1
|
|
!
I
|
{
|

Im Testgefifl (1) wird der Priifansatz mit einem Magnetrithrer (2) gerithrt. Die Mikroorganismen
verbrauchen fiir die Abbauprozesse den im Wasser gelésten Sauerstoff. Aus dem Luftraum im Testgefif§
wird daraufhin Sauerstoff nachgeliefert. Das beim Abbau entstehende Kohlendioxid wird gleichzeitig
freigesetzt. Es wird durch Natronkalk im Luftraum gebunden (3). Auf diese Weise entsteht im Testgefif§
ein Unterdruck. Ein Elektrodenmanometer (4) registriert den Druckabfall und wandelt ihn in ein
elektrisches Signal um (5). Uber ein Relais (6) wird das Signal verstirkt; es dient dann zur Ansteuerung
eines Synchronmotors (8). Parallel dazu wird in einer Elektrolysezelle (7) Sauerstoff elektrolytisch aus
schwefelsaurer Kupfersulfatlosung erzeugt. Dieser Sauerstoff wird dem Testgefif} zugeleiter und gleiche
den Unterdruck aus. Das Manometer registriert den Druckausgleich und unterbricht den Relaisschalt-
kreis; somit wird der Synchronmotor abgeschaltet und die Sauerstoffproduktion in der Elektrolysezelle
unterbrochen.

Die im Testgefif§ verbrauchte Sauerstoffmenge entspricht der Menge an elektrolytisch produziertem
Sauerstoff. Da mit konstantem Strom gearbeitet wird, ist sie auch der Elektrolysendauer proportional.
Eine Registrierung des Sauerstoffverbrauchs auf einem Schreiber (10) 148t sich erreichen, weil der
Drehwinkel des Synchronmotors iiber ein Potentiometer (9) in ein mV-Signal umgewandelt wird.
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Anlage 2

Berechnung des theoretischen Sauerstoffbedarfs (ThSB)

Der ThSB der Substanz C HhCldN Na,,O,P,S; mit dem Molekulargewicht MG wird nach folgender
Formel berechnet: .

s(zc+%(h—cl-3n)+3s+%p +%na—o)

S =
Th BNH; MG

Bei dieser Berechnung geht man davon aus, daf H zu H,0, C zu CO,, P zu P,0;, Na zu Na,0,
Halogene zu Halogenwasserstoffen und Stickstoff zu Ammoniak umgewandelt wird.

Beispiel: Glukose CgH;,04 MG = 188

16(2 6+ 12—6)

ThSB =
188

= 1,07 mg O,/mg Glukose.

Das Molekulargewicht von Salzen, die nicht von Alkalimetallen stammen, wird so berechnet, als ligen
die Salze hydrolisiert vor. Vom Schwefel wird angenommen, daf er zu Sulfat oxidiert wird.

Beispiel: Na-n-Alkylbenzolsulfonat C;gH,9SO3;Na MG = 348

16(36 +—+3 +%-3)
ThSB = o

= 2,34 mg O,/mg Substanz.

Bei stickstoffhaltigen Substanzen kann der Stickstoff in Ammoniak, Nitrit oder Nitrat umgewandelt
werden. Dies wirkt sich unterschiedlich auf den Wert des ThSB aus:

16(2c+—;-(h—cl)+3s+-%n+%p+%na—o)
MG

ThSByo,

16(2: + %(h —-cl) + 3s + %n + %p + %na - o)
ThSBN0; = MG

Beispiel: sekundires Amin (C;,H,5),NH MG = 353
(es wird angenommen, daf der gesamte Stickstoff in Nitrat umgewandelt wurde)

(48 + %1—+ g)
ThSByo, = 353 = 3,44 mg O,/mg Substanz.
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Anlage 3

Biologischer Abbau: Modifizierter MITI-Test

PRI ItUE: « . o ot ettt ittt e et et e
Untersuchungsleiter: . . . ......... .. ..., Exp-Nr.: .........cc00o...
Testbeginn am: .. ... . i i e et e e e
PrUESUDSEANZ: . . o ottt e e e e e e et e e e
Chemische StTUKIUL: . o o vttt ittt it et ettt eeee et esen s eenneenneennnns
Analytische Vorschrift: ... ... i i e e ittt
ThSB oder CSB der Testsubstanz: . ... ...uttiinnennn e reeenenennereeeennnnnnenen
INOKUIUM: « o v v ettt e e ettt e et e e e e e e e e e e e e e
Entnahmeorte: . ... ... .. it iiitiittitiititeeenete et e
Konzentration: . ... ... ittt ittt ittt sttt e et e
Testergebnis
BOD - B '
() - 00
.......... A‘ Abbau = ThOD x 100 % nach 28 Tagen
BOD - B o
.......... % = — T
% Abbau oD x 100 % nach 28 Tagen
.......... % Abbau = $b S—b Sa X 100 % nach 28 Tagen

Giiltigkeit der Ergebnisse

Bezugsexp.- NIt . i i e e e e e e e e

Bemerkungen:
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C. 8. ABBAUBARKEIT
BIOCHEMISCHER SAUERSTOFFBEDARF
1. METHODE

1.1. Einleitung

Diese Methode hat die Messung des biochemischen Sauerstoffbedarfs (BSB) fester oder fliissiger
organischer Stoffe zum Ziel. Die mit diesem Verfahren erzielbaren Priifergebnisse gelten in erster Linie
fiir wasserlosliche Substanzen; fliichtige und in Wasser schwer 16sliche Verbindungen kénnen zumindest
grundsitzlich auch mit diesem Verfahren gepriift werden. ,

Die Methode ist nur fiir organische Substanzen anwendbar, die bei den im Test verwendeten
Konzentrationen keine hemmende Wirkung auf das Inokulum haben. Ist ein Stoff 'bei der Testkonzen-
tration nicht 18slich, so sind gegebenenfalls besondere Verfahren wie Ultraschalldispersion anzuwenden,
um eine ausreichende Dispersion der eingesetzten Testsubstanz sicherzustellen.

Angaben iiber die Toxizitit der zu priifenden Substanz kénnen bei der Interpretation niedriger
Ergebniswerte und bei der Auswahl der geeigneten Testkonzentrattionen von Nutzen sein.

1.2. Definitionen und Einheiten
Der biochemische Sauerstoffbedarf (BSB) wird definiert als die Menge an geldstem Sauerstoff, die zur
biochemischen Oxidation einer bestimmten Menge einer geldsten Substanz unter den vorgeschriebenen

Bedingungen notwendig ist.

Die Ergebnisse werden dargestellt als g Sauerstoffbedarf (BSB)/g Priifsubstanz.

1.3. Kontrollsubstanzen

Es konnen noch keine Referenzsubstanzen zu Kalibrierungszwecken empfohlen werden. Es wird daher
empfohlen, eine geeignete Kontrollsubstanz zur Priifung der Aktivitat des Inokulums zu verwenden.

1.4. Prinzip der Methode

Eine bestimmte Menge der Priifsubstanz wird in einem geeigneten sauerstoffreichen Nihrmedium gelost
oder dispergiert und anschlieffend mit einem Inokulum angeimpft und bei gleichbleibender vorgeschrie-
bener Temperatur im Dunkeln inkubiert. Der BSB wird aufgrund der Differenz des Gehaltes an gelstem

* Sauerstoff vor Beginn und nach Ende des Tests bestimmt. Die Testdauer muf wenigstens 5 Tage, jedoch
nicht mehr als 28 Tage betragen.

Parallel zu diesem Test ist ein Blindversuch ohne die Priifsubstanz durchzufiihren.

1.5. Qualititskriterien

Die BSB-Bestimmung kann nicht als sichere Bestimmung der biologischen Abbaubarkeit eines Stoffes
betrachtet werden. Dieser Test ist nur als ,Screening“-Test zu betrachten.

1.6. Beschreibung der Methode

Eine Losung oder Dispersion bzw. Suspension der Priifsubstanz wird in einer geeigneten Konzentration
vorbereitet. Dann wird der BSB mit Hilfe eines geeigneten, standardisierten Verfahrens ermittelt. Ein
noch zu vereinbarendes internationales Verfahren wire gegebenenfalls vorzuziehen.
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2. DATEN UND AUSWERTUNG

Der BSB der Priifsubstanz wird entsprechend der ausgewihlten Methode berechnet und in g Sauerstoff-
bedarf/ g Priifsubstanz angegeben.

3. ABSCHLUSSBERICHT

Die angewandte Methode ist anzugeben. Als biochemischer Sauerstoffbedarf ist der Mittelwert von
mindestens drei giiltigen Mefergebnissen anzugeben. Alle fiir die Interpretation der Ergebnisse
wichtigen Informationen und Bemerkungen sind zu erwihnen, insbesondere hinsichtlich Verunreinigun-
gen, Aggregatzustand, toxischer Wirkungen und Zusammensetzung der Priifsubstanz, die das Ergebnis
beeinflussen kénnten.

v

Wenn ein Zusatz zur Hemmung der biologischen Nitrifikation verwendet wurde, ist dies anzugeben.

4. REFERENZEN

Verzeichnis der genormten Methoden, z. B.

NF T 90—103: Determination of the Biochemical Oxygen Demand.
NBN 407: Biochemical Oxygen Demand o
NEN 3235 5.4: Bepaling van het biochemisch zuurstofverbruik (DZV)

The Determination of Biochemical Oxygen Demand, (Methods for the examination of Water and
Associated Materials, HMSO, London).
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C. 9. ABBAUBARKEIT

CHEMISCHER SAUERSTOFFBEDARF

1. METHODE

1.1. Einleitung

Zweck des Verfahrens ist die Messung des chemischen Sauerstoffbedarfs (CBS) von festen und fliissigen
organischen Stoffen unter bestimmten, standardisierten Laborbedingungen.

Zur Durchfiihrung dieses Tests sowie zur Interpretation der Testergebnisse sind Angaben iiber die

chemische Formel der Priifsubstanz von Nutzen (z. B. der Gehalt von Halogensalzen, Eisensalzen oder
an chlorierten Kohlenwasserstoffen).

1.2. Definitionen und Einheiten
Der chemische Sauerstoffbedarf ist ein Maf§ fiir die Oxidierbarkeit einer Substanz. Er wird als diejenige
Sauerstoffmenge eines oxidierenden Reagenzmittels ausgedruckt, die eine Priifsubstanz unter bestimm-

ten Laborbedingungen verbraucht.

Das Testergebnis wird in g Sauerstoffverbrauch/ g Priifsubstanz angegeben.

1.3. Referenzsubstanzen
Referenzsubstanzen miissen bei der Pritfung neuer Stoffe nicht immer eingesetzt werden. Sie sollten von

Zeit zu Zeit zur Eichung der- Meffmethode benutzt werden, um auf diese Weise eine Vergleichbarkeit
der Ergebnisse, die mit anderen Methoden erzielt wurden, zu erméglichen.

1.4 Prinzip der Methode
Eine bestimmte Menge der in Wasser gelosten oder verteilten Substanzen wird mit Kaliumdichromat in
einem starken Schwefelsiuremedium in Gegenwart von Silbersulfat als Katalisator durch Erhitzen am
RiickfluRkiihler angereichert. Das restliche Dichromat wird durch Titrieren mit standardisierter
Ammoniumeisen(II)sulfatlésung bestimmt.

Bei chlorhaltigen Substanzen wird zur Verringerung von Stérungen durch das Chlorid Quecksilbersulfat
zugefiigt.

1.5. Qualitatskriterien
Wegen der willkiirlichen Bestimmungsart muf der chemische Sauerstoffbedarf eher als »Oxidierbarkeits-
indikator“ denn als Maf3stab fiir den Gehalt an organischer Substanz einer Priifsubstanz betrachtet

werden.

Chloride kénnen das Testergebnis verfilschen. Anorganische, reduzierende oder oxidierende Agenzien
kénnen die Bestimmung des chemischen Sauerstoffbedarfs ebenfalls beeinflussen.

Einige zyklische Verbindungen werden in diesem Test nicht vollstindig oxidiert.

.1 .6. Beschreibung der Methode

Zuerst wird eine Losung oder eine Dispersion bzw. Suspension der Testsubstanz hergestellt, um einen
CBS zwischen 250 und 600 mg/1 zu erzielen.



19. 9. 84

Amtsblatt der Europiischen Gemeinschaften Nr. L 251/215

Bemerkung:

Bei schlecht loslichen oder nicht emulgierfihigen Substanzen kann eine bestimmte Menge pulverférmi-
ger oder flussiger Priifsubstanz abgewogen werden; sie sollte etwa 5 mg CBS entsprechen.

Diese Menge wird zusammen mit Wasser in die Testgefifle eingefiillt. Dann wird der chemische

Sauerstoffbedarf mit einer beliebigen, standardisierten Methode gemessen, solange noch keine interna-
tional standardisierte Methode veréffentlicht wurde, die vorzuziehen wire.

DATEN UND AUSWERTUNG

Der in den Versuchskolben auftretende CBS-Wert wird mit Hilfe der jeweiligen standardisierten
Methode berechnet und in g chemischen Sauerstoffbedarf pro g Testsubstanz ausgedriickt.

ABSCHLUSSBERICHT

Wenn eine Referenzmethode verwendet wurde, sollte diese ebenso erwihnt werden wie eventuelle
Abweichungen davon.

Der chemische Sauerstoffbedarf sollte aus mindestens 3 Meflwerten ermittelt werden. Der Bericht sollte
alle fiir die Interpretation der MefSergebnisse relevanten Informationen und Bemerkungen enthalten,
z. B. die Verunreinigungen der Priifsubstanz, den physikalischen Zustand und die Zusammensetzung
der Substanz (falls bekannt), wenn diese Faktoren die Testergebnisse beeinflussen.

Die Verwendung von Quecksilbersulfat zur Herabsetzung der Stérungen durch Chlorid muf§ erwihnt
werden.

LITERATUR

Liste der standardisierten Verfahren, z. B.:

NBN T 91—201 Determination of the Chemical Oxygen Demand.

ISBN O 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 Bepaling van het chemisch zuurstofverbruik.

ISO DP 6060 Water Quality:
: Chemical Oxygen Demand Dichromate Methods.
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C. 10. ABBAUBARKEIT

ABIOTISCHER ABBAU: HYDROLYSE IN ABHANGIGKEIT VOM pH

1. METHODE

Die Methode basiert auf der Priifrichtlinie der OECD (1). *

1.1. Einleitung

Die Hydrolyse ist eine wichtige den abiotischen Abbau bestimmende Reaktion. Sie ist bei Substanzen,
die nur wenig biologisch abbaubar sind, von besonderer Bedeutung und kann den Verbleib einer
Substanz in der Umwelt beeinflussen.

Die meisten Hydrolysereaktionen laufen nach einer Reaktion pseudo-erster Ordnung ab, so dafl die
Halbwertzeiten von der Konzentration unabhingig sind. Das erlaubt in der Regel die Extrapolation der
Ergebnisse bei im Labor eingesteliten Konzentrationen auf Umweltbedingungen.

Weiterhin wurden bei einer Anzahl chemischer Verbindungen Beispiele fiir eine befriedigende Uberein-
stimmung der in reinem und in natiirlichem Wasser gemessenen Daten erbracht (Siehe 2).

Fiir die Anwenduné dieser Priifmethode ist es von Nutzen, vorher Angaben iiber den Dampfdruck des
Stoffes zu haben.

Die Methode ist nur fiir wasserlosliche Substanzen geeignet. Verunreinigungen beeintrichtigen in der
Regel die Ergebnisse.

Das Hydrolyseverhalten von Substanzen mufd bei den gewéhnlich in der Umwelt vorliegenden
pH-Werten untersucht werden (pH 4—39).

1.2, Definitionen und Einheiten

Unter Hydrolyse versteht man die Reaktion einer Substanz RX mit Wasser, die sich durch den
Austausch der Gruppe X mit OH darstellen 138t:

RX + HOH — ROH + HX [1]
Die Geschwindigkeit, mit der die RX-Konzentration abnimmt, ist gegeben durch
Geschwindigkeit = k - [H,0] - [RX] 21}

Da Wasser gegeniiber der Substanz im Uberschuf vorhanden ist, wird dieser Reaktionstyp gewohnlich
als Reaktion pseudo-1. Ordnung beschrieben, in der die ermittelte Géschwindigkeitskonstante durch die
Beziehung

kops = k * [H;0] (3]

obs
gegeben ist und aus dem Ausdruck

2303 1. Co (4]
C,

kobs =

fiir einen pH-Wert und fiir eine Temperatur T bestimmt werden kann.

Dabei sind:

t = Zeit;

Co = Konzentration der Substanz zu der Zeit Null;
C. = Konzentration der Substanz zu der Zeit t;

2,303 der Umrechnungsfaktor zwischen natiirlichen Logarithmen und Logarithmen zur Basis 10.
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Die Konzentrationen kénnen in g/1 oder in mol/1 angegeben werden.
Die Einheit der Konstante k., ist (Zeit)~1.
Die ,Halbwertzeit“ 1., ist als diejenige Zeit definiert, nach der die Ausgangssubstanz um 50 % reduziert
ist:
Ct =1 2 ° Co [5]
Aus den Gleichungen {4] und [5] folgt:
ty, = 0,693/kp (6]

1.3. Referenzsubstanzen
Referenzsubstanzen miissen nicht in allen Fillen, in denen ein neuer Stoff untersucht wird, eingesetzt
werden. Sie sollen primir dazu dienen, die Methode von Zeit zu Zeit zu iiberpriifen und die Moglichkeit
bieten, Ergebnisse zu vergleichen, wenn eine andere Methode angewendet wird.
— Acetylsalicylsdure (Aspirin),
— Thiophosphorsiure-0,0-diethyl-0-(6-methyl-2-(1-methylethyl)-4-pyrimidinyl)-ester (Dimpylat,

Diazinon)

sind als Referenzsubstanzen eingesetzt worden (1).

1.4. Prinzip der Priifmethode
Die Substanz wird in geringer Konzentration in Wasser gelost: pH-Wert und Temperatur werden
kontrolliert.
Die Abnahme der Substanzkonzentration in Abhingigkeit von der Zeit wird durch eine geeignete
Analysenmethode verfolgt.
Die Logarithmen der Konzentrationen werden gegen die Zeit aufgetragen. Wenn die Resultierende
linear ist, kann man die Geschwmdlgkeltskonstante 1. Ordnung aus der Neigung der Geraden erhalten
(siche (2)).
LaRk sich eine Geschwindigkeitskonstante bei einer vorgegebenen Temperatur nicht direkt ermitteln, so
kann sie gewoShnlich mit der Arrhenius-Beziehung abgeschitzt werden, die die Temperaturabhingigkeit
der Geschwindigkeitskonstanten angibt.
Dazu trigt man den Logarithmus der bei anderen Temperaturen ermittelten Geschwmdlgkextskonstan-
ten gegen den reznproken Wert der absoluten Temperatur (K) auf.
Aus dem linearen Verlauf kann der Wert solcher Geschwindigkeitskonstanten extrapoliert/interpoliert
werden, die nicht direkt bestimmt wurden.

1.5. Qualitatskriterien

In der unter (2) zitierten Veréffentlichung wird berichtet, dal die Messung der Geschwindigkeitskon-
stanten der Hydrolyse bei 13 Klassen organischer Verbindungen von hoher Genauigkeit sein kann.

Die Wiederholbarkeit ( = repeatability) hingt insbesondere von einer Kontrolle des pH-Wertes und der
Konzentration des gelosten Sauerstoffs ab. Sie kann weiterhin durch Mikroorganismen beeinflufit
werden.
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1.6.
1.6.1.

1.6.1.1.

1.6.1.2.

1.6.2.

1.6.3.

1.6.4.

Beschreibung der Methode

Reagentien

Pufferlosungen

Der Versuch wird bei drei pH-Werten durchgefiihrt: 4,0, 7,0 und 9,0.

Zu diesem Zweck sind Pufferldsungen unter Verwendung von analysenreinen Chemikalien und
destilliertem oder deionisiertem Wasser vorzubereiten. In der Anlage sind einige Beispiele fiir Puffer-
systeme zusammengestellt.

~ Das verwendete Puffersystem kann die Hydrolysegeschwindigkeit beeinflussen. Wenn dies festgestellt

wird, sollte eine andere Pufferlésung verwendet werden. In (2) wird die Verwendung von Borat- und
Azetatpuffern anstelle von Phosphat empfohlen.

Wenn der pH-Wert der Pufferlésungen fiir die jeweilige Testtemperatur nicht bekannt ist, mufl er mit
einem geeichten pH-Mefgerit bei der ausgewihlten Temperatur auf + 0,1 pH-Einheiten genau
bestimmt werden.

Versuchslésungen

Die Priifsubstanz wird in der ausgewihliten Pufferlosung gelost. Die Konzentration sollte 0,01 mol/l
oder die halbe Sittigungskonzentration nicht iberschreiten, je nachdem welcher Wert niedriger ist.

Die Verwendung von mit Wasser mischbaren, organischen Lésungsmitteln wird nur fiir Substanzen
niedriger Wasserloslichkeit empfohlen. Die Menge des Lésungsvermittlers soll geringer als 1 % sein und
den Hydrolyseverlauf nicht beeinflussen.

Apparatur
Fiir die Hydrolysereaktion werden Glaskolben mit Stopfen (kein Fett) verwendet.

Falls die Substanz oder das Puffersystem fliichtig ist, oder wenn bei héheren Temperaturen gearbeitet
wird, sollte man vorzugsweise abgeschmolzene oder mit Septum verschlossene Probengefifle verwenden
und grofle Luftvolumina vermeiden.

Analysenmethode

Die einzusetzende Analysenmethode ergibt sich aus der Art der zu untersuchenden Substanz. Sie muf§
ausreichend genau und empfindlich sein, um eine Abnahme der Anfangskonzentration um 10 %
festzustellen. Die Methode muf ausreichend spezifisch sein, um die Bestimmung der Priifsubstanz bei
der Konzentration der Versuchslosung zu erméglichen und kann aus einer Kombination geeigneter
Analysentechniken bestehen.

Versuchsbediﬁgungen

Die Versuche werden unter Verwendung einer temperaturkontrollierten Vorrichtung oder unter
Benutzung eines Thermostatbades durchgefiihrt, eingestellt auf + 0,5 °C der gewihlten Temperatur.
Die Temperatur selbst muff auf + 0,1 °C genau gemessen werden. Photolytische Einfliisse miissen
durch geeignete Maffnahmen verhindert werden.

Weiterhin sollen alle geeigneten Vorkehrungen getroffen werden, gelosten Sauerstoff zu entfernen (z. B.
indem man 5 Minuten lang Stickstoff oder Argon vor Zubereitung der Losung durchleitet).
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1.6.5.

1.6:5.1.

1.6.5.2.

1.6.5.3.
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Mepverfabren

Vortest

Fiir alle Substanzen muf ein Vortest bei 50 °C + 0,5 °C bei jedem der drei pH-Werte 4,0/7,0 und 9,0
ausgefithrt werden. Eine ausreichende Zahl von Messungen muf vorgenommen werden, um fiir jeden
pH-Wert entscheiden zu konnen, ob bei 50 °C die Halbwertzeit (t.,,) kleiner als 2,4 Stunden ist oder ob
weniger als 10 %,nach’5 Tagen hydrolysieren (Man kann abschitzen, daf§ diese Daten Halbwertzeiten
von weniger als einem Tag oder mehr als einem Jahr unter Bedingungen entsprechen, die eher in der
Umwelt anzutreffen sind (25 °C)).

Keine weiteren Versuche sind erforderlich, wenn sich aus dem Vortest ergibt, dafd bei 50 °C 50 % oder
mehr der Priifsubstanz in 2,4 Stunden oder weniger als 10 % nach 5§ Tagen bei allen drei pH-Werten
(4, 7 und 9) hydrolysieren.

Andernfalls wird jeweils fiir einzelne pH-Werte, bei denen dieser Sachverhalt nicht vorliegt, Test Nr. 1
durchgefiihrt,

Test Nr. 1

Bei den pH-Werten, fiir welche sich im Vortest die Notwendigkeit weiterer Priifungen ergeben hat, wird
der Test Nr. 1 ausgefiihrt. Gearbeitet wird bei einer Temperatur, vorzugsweise bei 50 °C + 0,5 °C und
wenn moglich unter sterilen Bedingungen.

Um den Reaktionsverlauf nach pseudo-1. Ordnung bei den ausgewihlten pH-Werten zu priifen, nimmt
man zur Abdeckung des Bereichs zwischen 20 % und 70 % Hydrolyse eine ausreichende Zahl von
Proben (nicht weniger als 4).

Fir jeden pH-Wert, bei dem Test Nr. 1 durchgefiihrt wird, bestimmt man die Reaktionsordnung.

Abschitzung der Geschwindigkeitskonstanten bei 25 °C:

Die Entscheidung iiber das weitere experimentelle Vorgehen hiingt davon ab, ob aus dem Test Nr. 1 auf
eine Reaktion pseudo-1. Ordnung geschlossen werden kann oder nicht.

Wenn aus dem Test Nr. 1 nicht sicher eine Reaktion pseudo-1. Ordnung gefolgert werden kann, miissen
weitere Versuche nach Test Nr. 2 ausgefiihrt werden.

Folgt aus dem Test Nr. 1 sicher eine Reaktion pseudo-1. Ordnung, werden weitere Versuche nach Test
Nr. 3 durchgefiihrt (Alternativ kénnen unter besonderen Umstinden méglicherweise die Geschwindig-
keitskonstanten bei 25 °C aus den unter Benutzung der Daten von Test Nr. 1 errechneten Konstanten
bei 50 °C berechnet werden, siche Abschnitt 3.2).

Test Nr. 2

Dieser Test wird bei jedem pH-Wert ausgefiihrt, fiir den sich aus den Ergebnissen von Test Nr. 1 die
Notwendigkeit dazu ergeben hat:

— entweder bei einer Temperatur niedriger als 40 °C

— oder bei zwei Temperaturen iiber 50 °C, die sich voneinander um wenigstens 10 °C unterschei-
den. '

Bei jedem pH-Wert und jeder Temperatur, firr die Test Nr. 2 durchgefithrt wird, sollen wenigstens 6
Mefpunkte im Bereich 20 bis 70 %iger Hydrolyse in angemessenen Zeitabstinden bestimmt werden.

Bei einem bH—Wcrt wird bei einer Temperatur eine Wiederholungsmessung ausgefithrt. Wird der Test
Nr. 2 bei zwei Temperaturen iiber 50 °C durchgefiihrt, soll die Messung vorzugsweise bei der tieferen
dieser beiden Temperaturen wiederholt werden. ’

Bei jedem pH-Wert und jeder Temperatur, fiir die Test Nr. 2 ausgefiihrt wird, soll, wenn méglich, eine
graphische Abschitzung der Halbwertzeit (t.,,) vorgenommen werden.
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1.6.5.4.

3.1.

3.2.

Test Nr. 3

Der Test wird bei jedem pH-Wert ausgefiihrt, fiir den sich aus den Ergebnissen von Test Nr. 1 die
Notwendigkeit dazu ergeben hat:

— entweder bei einer Temperatur niedriger als 40 °C

— oder bei zwei Températuren iiber 50 °C, die sich voneinander um wenigstens 10 °C unterschei-
den.

Bei jedem pH-Wert werden bei jeder Temperatur, fiir die Test Nr. 3 durchgefiihrt wird, drei Mepunkte

gewihlt. Der erste unmittelbar am Anfang, der zweite und der dritte bei einem Hydrolysegrad von
grofler als 30 %. Die Konstante kg, und t.,, sollen berechnet werden.

DATEN

Bei einem Reaktionsverhalten nach pseudo-1. Ordnung kann man die Reaktionsgeschwindigkeitskon-
stanten k, fiir jeden pH-Wert und jede Temperatur durch Regressionsanalyse berechnen oder aus der
graphischen Auftragung der Logarithmen der Konzentration gegen die Zeit ermitteln, indem man den
Ausdruck

kops = — Neigung - 2,303

anwendet.

* Weiterhin kann t!/, aus Gleichu4ng {6] berechnet werden.

Wenn méglich, kann k,5 oc durch Anwendung der Arrhenius-Gleichung erhalten werden.

Fiir ein Verhalten, das nicht pseudo-1. Ordnung entspricht, siehe 3.1.

ABSCHLUSSBERICHT

Versuchsbericht

Der Versuchsbericht sollte méglichst folgende Angaben enthalten:
— Beschreibung der Substanz;

— mit Referenzsubstanzen erhaltene Ergebnisse;

— Prinzip und Einzelheiten der angewendeten Analysenmethode;

— fiir jeden Versuch: Temperatur, pH-Wert, Zusammensetzung des Puffers, eine Tabelle mit allen
Konzentrations-Zeit-Daten;

— bei Reaktion pseudo-1. Ordnung die Werte fiir k,,; und t:/, einschlieflich Berechnungsverfahren:

— bei einer Reaktion, die nicht pseudo-1. Ordnung entspricht, graphische Darstellungen der Logarith-
men der Konzentrationen gegen die Zeiten;

— alle zur Interpretation der Ergebnisse erforderlichen Angaben und Beobachtungen.

Interpretation der Ergebnisse

Es kann méglich sein, annehmbare Werte firr die Geschwindigkeitskonstanten (bei 25 °C) von
Priifsubstanzen zu berechnen. Vorausgesetzt, experimentelle Daten fiir die Aktivierungsenergie liegen
bereits fiir dhnliche Stoffklassen vor und vorausgesetzt, die Annahme ist verniinftig, daff die Aktivie-
rungsenergie der Priifsubstanz von gleicher Groéffenordnung ist.
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Anlage

PUFFERMISCHUNGEN

A. CLARK UND LUBS

Die in diesen Tabellen aufgefiihrten pH-Werte wurden ausgehend von den Potentialmessungen unter
Verwendung der Sorensen’schen Standardgleichungen (1909) errechnet. Die tatsichlichen pH-Werte

liegen um 0,04 Einheiten iiber den Werten in dieser Tabelle.

Zusammensetzung

Kaliumhydrogenphthalat (0,1 mol/1) und HCI (0,1 mol/1) bei 20 °C
2,63 ml HCl + 50 ml Phthalat auf 100 ml

Kaliumhydrogenphthalat (0,1 mol/1) und NaOH (0,1 mol/1) bei 20 °C

0,40 ml NaOH + 50 ml Phthalat auf 100 ml
3,70 ml NaOH + 50 ml Phthalat auf 100 ml

Monokaliumphosphat (0,1 mol/l) und NaOH (0,1 mol/l) bei 20 °C
23,45 ml NaOH + 50 ml Phosphat auf 100 ml

29,63 ml NaOH + 50 ml Phosphat auf 100 ml
35,00 ml NaOH + 50 ml Phosphat auf 100 ml

H3BO; (0,1 mol/1) in KCI (0,1 mol/l) und NaOH (0,1 mol/l) bei 20 °C
16,30 ml NaOH + 50 ml Borsiure auf 100 ml

21,30 mi NaOH + 50 ml Borsdure auf 100 ml
26,70 ml NaOH + 50 ml Borsiure auf 100 m!

B. KOLTHOFF UND VLEESCHOUWER
Zusammensetzung

Monokaliumcitrat (0,1 mol/1) und NaOH (0,1 mol/]) bei 18 °C (kleine Thymolkristalle oder
wenige Milligramm Quecksilberjodid hinzufiigen, um Schimmelbildung zu vermeiden):

2,0 ml NaOH + 50 ml Citrat auf 100 ml
9,0 ml NaOH + 50 ml Citrat auf 100 ml
16,3 ml NaOH + 50 ml Citrat auf 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

Borax (0,05 mol/1) und HCI (0,1 mol/1)

Zusammensetzung ' pH
. Walbum
ml Borax ml HCl Sorensen
18°C 10 °C 40 °C 70 °C
8,00 2,00 8,91 - 8,96 8,77 . 8,59
8,50 1,50 9,01 : 9,06 8,86 8,67
9,00. 1,00 9,09 - 9,14 8,94 8,74
! 9,50 0,50 9,17 - 9,22 9,01 8,80
| 10,00 0,00 9,24 9,30 9,08 8,86
Borax {0,05 mol/l) und NaOH (0,1 mol/i)
Zusammensetzung pH
v S6r Walb
mi Borax ml NaOH Sorensen i
‘ A 18°C 10°C 40 °C 70 °C
|
| 10,00 0,00 9,24 9,30 9,08 8,86
} 9,00 1,00 9,36 9,42 9,18 8,94
| - 8,00 - 2,00 9,50 9,57 9,30 9,02
i 7,00 3,00 9,68 9,76 9,44 9,12




