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CERTIFIED MAIL/
RETURN RECEIPT REQUESTED

June 23, 1997

Attn: TSCA Section 8(e) Coordinator
Document Processing Center (TS-790)
U. S. Environmental Protection Agency
401 M. Street S.W.

Washington, D.C. 20460

Dear Sir or Madam:

Hoechst Celanese Corporation

30 independence Boulevard
P.O. Box 4915
Warren, New Jersey 07060-4935
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In accordance with the reporting requirements of TSCA Section 8(e), Hoechst
Celanese Corporation hereby submits the results of an acute aquatic toxicity
study involving an imported product, trade named Naphthol AS-PH, CAS No. 92-
74-0. [2-Naphthalenecarboxamide, N-(2-ethoxyphenyl)-3-hydroxy-}.

Naphthol AS-PH was tested for acute toxicity in zebrafish using the OECD
guidelines for testing of chemicals, 203 Fish, Acute Toxicity Text, adopted April
4, 1984. Naphthol AS-PH, a yellow/brown powder, was dissolved in water. Fish
were exposed at concentrations from 0.5-2.6 mg/l for 96 hours. The LC 50 in
zebrafish after 48 and 96 hours was reported as 0.5-1.1mg/l. The LC 100 was
reported as 2.6 mg/l. The material has the potential to resuilt in environmental

hazards.

The commercial use of this substance is the manufacture of pigments.

This submission contains no confidential business information.

If any further information in required, please contact Robert M. Stokes, Esq. of

our Law Department at 908-231-3054.

Sinhgerely,

() o N

usan Eng@lman Volkert
Vice President/Deputy General Counsel

Attachment

cc. Robert M. Stokes, Esq.
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Naphthol AS-PH, rein
HOE CG 0349 0D ZD96 0001 >

Prifung der akuten Toxizitdt am Fisch

¢
' Zebrabdrbling (Brachydanio rerio)
iber 96 Stunden

in einem semistatischen System

Verfasser

Dr. Zok, Dr. Jung

Versuchsende

11. Oktober 1991

Prifstelle

Pharma Entwicklung Toxikologie
Hoechst Aktiengesellschaft
Postfach 80 03 20

6230 Frankfurt 80

ersuchsnummer

F-4
91.0422
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Dieser Bericht enthidlt unveroffentlichte Forschungsergebnisse der Hoechst AG,
die weder vollstindig oder auszugsweise publiziert noch in anderen Verdoffent-
lichungen ohne Zustimmung der Hoechst AG referiert oder zitiert werden dirfen.
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ERKLARUNG

welche die Qualitdt und

haben kénnten.

Versuchsleiter

Gewerbetoxikologie

Dieser Versuch wurde in Ubereinstimmung mit den Grundsitzen der Guten Labor-
praxis durchgefiihrt. Es wurden keine unvorhergesehenen Umstinde beobachtet,

Integritdt des vorliegenden Versuches beeintrichtigt

(&

(Dr. Zok)

A L7

(Dr. Jung)
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GLP Erklarung Hoechst Aktiengesellschaft
————————————— Referat GLP

18.11.1991

Titel : Naphthol AS-PH, rein
HOE CG 0349 OD ZD96 0001

Priufung der akuten Toxizitat am Fisch

Zebrabarbling (Brachydanio
iber 96 Stunden

in einem semistatischen System

VERSUCH NR. 91.0422

a0

rerio)

Dieser Versuch wurde in regelmassigen Abstdnden inspiziert
und schriftliche, ordnungsgemass unterzeichnete Unterlagen
wurden der Leitung der Forschungseinrichtung und demn

Versuchsleiter wie folgt vorgelegt :

Inspektion

28.08.1991
02.09.1991
25.09.1991
18.11.1991
) 18.11.1991

Bericht

30.08.1991
04.09.1991
25.09.1991
18.11.1991
18.11.1991

Vorsizender des Aufsichisrats: Rolf Sammet - Vorstand: ngam; Hilger, Vorsitzender; Glnter Metz, steliv. Vorsizender; Jirgen Dormann, Martin Frihaul,
it

Heinz Harnisch, Karl Holoubek, Hans Georg Janson, Justus
Sitz der Gesefischatt: Franidurt am Main + Handelsregister: Franidurt am Main AbL. B Nr. 14500

sche, Ernst Schadow, KarkGerhard Seifert, Uwe Jen

3 Thomsen; steitv.: Utz-Helimuth Fecnt
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1. ZUSAMMENFASSUNG ’ @\‘v.;
ppf L

Da die analytischen Vortests keine ausreichende Stabilitdt von Naphthol AS-PH,

-rein in Wasser ergaben, wurde die Prifung der akuten Toxizitdt am Zebrabdrbling

(Brachydanio rerio) iiber insgesamt 96 Stunden in einem semistatischen System mit
24-stiindigem Wasserwechsel durchgefilhrt. Es ergaben sich folgende Letalitdtswer-
te:

nach 48 Stunden nach 96 Stunden
(mg/1) (mg/1)
LCO 0,5 0,5
LCS0 0,5 - 1,1 0,5 - 1,1
LC100 2,6 2,6

In den Gruppen mit 1,1 und 2,6 mg/1 traten Symptome und Letalitdt auf. Die
Gruppe mit 0,5 mg/1 zeigte Symptome, Jjedoch keine Letalitdt. Zur besseren
Verteilung der Prifsubstanz im Versuchswasser wurde die Prifung unter Einsatz
des Emulgators TWEEN 80 durchgefihrt.

Gepriift wurden die Konzentrationen 1 / 2,2 und 5 mg/1 sowie eine
Negativkontrolle (0 mg/1) und eine Kontrollgruppe mit dem Emulgator TWEEN 80 in
der Konzentration von 0,095 ml/1 (im Folgenden mit 0 gekennzeichnet). Die
angestrebten Konzentrationen wurden im Versuch nicht erreicht. Zur Bezeichnung
der Konzentrationsgruppen wird  jedoch im  Folgenden die Jjeweilige
Sollkonzentration verwendet.
&

Alle Prifkenzentrationen lagen als farblose bis leicht gelbliche Ldsungen vor.
In der 2,2 mg/1 Gruppe wurden geringe Substanzablagerungen am Beckenboden
beobachtet.

Zur Bestimmung des Substanzgehaltes wurden aus 2 Ansdtzen aller gepriiften Kon-
zentrationen nach 0 und 24 Stunden Wasserproben aus der Beckenmitte entnommen.
Die Probenentnahme im 5 mg/1-Ansatz erfolgte ledigiich aus dem ersten Ansatz, da
alle Fische innerhalb von 24 Stunden starben.

Die Analysenwerte lagen zwischen 38 und 63 % der Sollkonzentrationen. Die
Letalititswerte wurden daher aus den Mittelwerten der gemessenen Konzentrationen
bestimmt. '

£s war auch durch semistatische Versuchsdurchfihrung nicht mdglich, stabile
Konzentrationen aufrechtzuerhalten. Einzelwerte wichen bis zu 28 % von ihrem
Mittelwert ab.
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2. VORBEMERKUNGEN

Die vorliegende Bestimmung der akuten Fischtoxizitdt von Naphthol AS-PH, rei
wurde nach dem von der "Ad hoc Arbeitsgruppe des Umweltbundesamtes zur Entwick
lung okotoxikologischer Testverfahren in aquatischen Systemen” entwickelten Ver
fahrensvorschlag (Stand: 01.05.84)

"{etale Wirkung beim Zebrabarbling Brachydanio reric®
(LCO, LC50, LC100; 48 - 96 STUNDEN)

Empfehlurg des Umweltbundesamtes

zur Durchfihrung der Prifung nach §4 Abs.1 Nr.6

der Verordnung Gber Anmeldeunterlagen und
Priafnachweise nach dem Chemikaliengesetz

Texte 16/84, Umweltbundesamt

durchgefiihrt und erfiillt inhaltlich die Anforderung der EG-Guideline

EG-Guideline C.1. Akute Toxizitat fir Fische

Richtlinie 84/449/EWG:

Richtlinie der Kommission vom 25. April 1984

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

sowie der QECD-Guideline

OECD-Guideline for testing of chemicals,
203 Fish, Acute Toxicity Test,
Adopted: 04. April 1984 .
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3. UBERSICHT
Versuchsart

Versuchs-Nr.
Priifsubstanz
Auftraggeber

Fischart

Temperatur
Testsystem
Versuchsdauer
Versuchsbeginn
Versuchsende

Prifkonzentrationen

Verantwortilichke:d

Laborleiter
Versuchsleiter
Analytik
Referat GLP

Priifstelle und Archivierung

" Hoechst &
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Seite 8 (31)

akute Toxizitdt an Fischen
©1.0422

Naphthol AS-PH, rein

GB D, Abt. UWS-D

Zebrabidrbling
Brachydanio rerio (HAMILTON-BUCHANAN)

22 + 1 0C

semistatisch, mit 24-stindigem Wasserwechsel
96 Stunden

27.08.1991

11.10.1991

0/0°/1/2,2und 5 mg/1

Dr. Zok

Dr. Jung

Dr. Petrovic

Ap. Harston

Pharma Entwicklung Toxikologie
HOECHST AKTIENGESELLSCHAFT

Postfach 80 03 20
6230 Frankfurt 80
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4. MATER:iAL UND METHODE

4.1 Priifsubstanz

Handelsname
Code

chemische Bezeichnung

Summenformel
Produkt-Nr.
CAS-Nummer

Anwendungstyp

Reinheitsgrad

Charge-Nr.
Analysenzertifikat

Datum des Probenezingangs
Lagerung -

Aussehen

Molmasse

Schmelzpunkt

pH-Wert in Wasser

Stabilitat unter
Lagerbedingungen

Wasserlaslichkeit

Hoechst E
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Naphthotl AS-PH, rein
HOE C& 0349 0D ZD96 000]

2-Hydroxy-naphta1in-3-carbonséure-(2’-ethoxy—
phenyl-17)-amid

C1oH17M03
ESAW 055
000092-74-0

Iwischenprodukt zur Herstellung von Pigment-
farbstoffen

96,4 %

Gemisch 14/91

Nr. 4340 vom 14.06.1991

25.06.1991

im Dunkeln bei ca. 20 oC, im Abzug
gelb-braunes PU]Y?E

307,35 g/mo]l

156 - 158 <C

10,5

> 5 Jahre (Herstellerangabe)

0,44 g/ (Herstellerangabe)
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4.2 Testorganismus

Fischart :  Zebrabdrbling

Brachydanio rerio (HAMILTON-BUCHANAN)
Herkunft :  Eigenzucht Hoechst AG, Kastengrund
Schlupfdatum . 25.02.91
Lieferdatum - 10.09.91 / 17.09.91

Die Hilterung erfolgte iber einen Zeitraum von mindestens 14 Tagen vor Versuchs-
beginn in Verdiinnungswasser (siehe Pkt. 4.4) unter folgenden Bedingungen:

Temperatur : 22+169C

Sauerstoffgehalt . > 80 % des Sittigungswertes
Beleuchtungsdauer . 12 Stunden taglich
Besatzdichte ) : < 1 g Fisch/1 Wasser
Fitterung . tiglich zweimal ad libitum
Futter . Tetra Min, Tetra Werke, Melle

Aus jeder Fischcharge wurde von jeweils 10 Fischen die Korperlinge bestimmt.
Kérperldnge in cm

Chargen-Nr. Datum n Streubreite X S

1. Teilversuch 7/91/H6/L7 01.10.91 10 2,
2. Teilversuch .7a/91/H6/L6 08.10.91 10 2,

Gesamtstichprobe 20 2,7 - 3,5 3,0 0,27
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4.3 Versuchsaruppen

Der Versuch wurde in 2 Teiluntersuchungen durchgefihrt. Pro Versuchsgruppe wi
den 10 Fische eingesetzt. Aufgrund orientierender Vorversuche wurden folg:
Konzentrationen semistatisch geprift:

Beginn Versuchsbecken-Nr. Konzentration (mg/1)
1. Teilversuch 30.09.91 31/32/14/15 0/0%/1/2,2
2. Teilversuch 07.10.91 36/7 0/5

4.4 Verdiinnungswasser

Als Verdiinnungswasser wurde rekonstituiertes Wasser gem. Zusammensetzung r
ISO/DIS 7346/1 eingesetzt. -

Die Aufbereitung erfolgte in einer Anlage, bestehend aus zwei Stahlbecken
HostalenR - Auskleidung und einem Fassungsvermégen von jew~ils 1 700 Liter.

Das aufbereitete Verdinnungswasser wurde bis zur Sauerstoffsdttigung belift
Der pH-Wert wurde vor jedem Versuchsansatz gemessen und lag bei 8,4 - 8,5.

4.5 VYersuchsanlage

Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte in einem semistatischen System mit 24-stin
gem Wasserwechsel. Die auf 10 Liter kalibrierten Testbehdlter bestanden aus G
(Lange 30 cm, Breite 22 cm, Hohe 24 cm) und standen in einem aus Hostalit ZR
fertigten Wasserbad mit einer Sichtscheibe aus Plexiglas. Das Wasserbad wu
iiber ein Thermostat auf 22 + 1 OC geregelt. Die Becken wurden in einem T
Nacht-Rhythmus von jeweils 12 Stunden von oben beleuchtet. Die Beleuchtungsst
ke betrug unmittelbar iUber den Becken ca. 700 Lux.

Wahrend der gesamten Versuchszeit wurden die Becken nicht beliftet.
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4.6 Herstellung der Priifkonzentration

Alle 24 Stunden wurden neue Priifbecken angesetzt. Die Priifsubstanz wurde hierz
mit 0,095 ml Tween 80/1 als Lésungsvermittler angeteigt, mit Verdinnungswasse
versetzt, mit dem Ultra-Turrax und Ultraschallbad homogenisiert und unter Rihre
mit einem Glasstab in die Versuchsbecken eingebracht. AnschlieBend wurde de
Beckeninhalt ca. 2 Stunden mit einem KPG-Rithrer und Glasstab geriihrt.

Alle Priufkonzentrationen lagen als farblose bis leicht gelbliche Ldsung vor. I
der 2,2 mg/1 Gruppe wurden geringe Substanzablagerungen am Beckenboden beobach

tet.

Zur Bestimmung des Substanzgehaltes wurden aus 2 Ansitzen aller gepriften Kon
zentrationsgruppen nach 0 und 24 Stunden jeweils ca. 100 ml mit einer Glas
schraubflasche aus der Beckenmitte entnommen. Die Probenentnahme im 5 mg/1
Ansatz erfolgte lediglich aus dem ersten Ansatz, da alle Fische innerhalb von 2
Stunden starben. Methodik und Einzelergebnisse der Analytik siehe Seite 28 - 30

Es ergaben sich folgende Werte:

Soll Ist

(mg/1) (mg/1) %
1 (1. Ansatz) 0,62 (0 h) 62
0,54 (24 h) 54
(3. Ansatz) 0,40 (0 h) 40
0,38 (24 h) 38
x: 0,5 50
2,2 (1. Ansatz) 1,23 (0 h) 56
1,0 (24 h) 45
(3. Ansatz) 1,13 (0 h) 51
0.89 (24 h) 40

x: 1,1 50 ‘
5 (1. Ansatz) 3,16 (0 h) 63
1,97 (24 h) 39
x: 2,6 52

Die Analysenwerte 1lagen swischen 38 und 63 % der Sollkonzentrationen. D
Letalititswerte wurden daher aus den Mittelwerten der gemessenen Konzentration

bestimmt.

Es war auch durch semistatische Versuchsdurchfiilhrung nicht mdglich, stabi
Konzentrationen aufrechtzuerhalten. Einzelwerte wichen bis zu 28 % von ihr
Mittelwert ab.
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4.7 Versuchsdurchfithrung

Nach Vorlage des ersten Priifansatzes und anschlieBender Messung der Wasserpar
meter wurden pro Priif- und Kontrollbecken jeweils 10 Fische zufallsverteilt ei
gesetzt. Wahrend der gesamien Versuchszeit wurden die Fische nicht gefitter
Eine Kontrolle der Fische erfolgte jeweils 2 - 4 und 24 Stunden nach Substanzz
gabe, wobei die Letalitdt sowie sichtbare Veridnderungen im Aussehen und Verha
ten protokolliert wurden. Tote Fische wurden aus dem Becken entfernt. Der Fis
galt als tot, wenn keine Atembewegungen mehr zu erkennen waren und er auch a
Jeicht mechanischen Reiz nicht mehr reagierte. Zum gleichen Zeitpunkt wurden d
Wasserparameter gemessen und ebenfalls protokolliert. Dieser Vorgang wurde b
einen Zeitraum von 96 Stunden bei jedem neuen Priifansatz wiederholt, wobei d
Fische jeweils in das betreffende Becken transferiert wurden. Die MeBmethod
sind in der Anlage (Seite 16) aufgefihrt.

4.8 Auswertung

Die Durchfithrung einer Probitanalyse war aufgrund der vorliegenden Letalitat
rate nicht moglich. Da der Faktor der Konzentrationsstufen 2,2 (3. Wurzel 1
betrug, wurden keine weiteren Konzentrationen gepriift. Angegeben wurde der B
reich der LC50.
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5. ERGEBNIS
5.1 Letalitit

Unter den beschriebenen Versuchsbedingungen wurden bei Naphthol AS-PH, rein nacl
48 und 96 Stunden in einem semistatischen System folgende Letalititsraten er-
faBt: :

Sollkonzentration Letalitat

/Analysenwert 48 h 96 h
(mg/1) absolut relativ (%) absolut relativ (%)

0, 0/20 0 0/20 0

0 0/10 0 0/10 0

1 /0,5 0/10 0 0/10 0

2,2 / 1,1 6/10 60 7/10 70

5 2,6 10/10 100 10/10 100

LCO (mg/1)

hdchste gepriifte 0,5 0,5

Konzentration

ohne Letalitit

LC50 (mg/1) 0,5 - 1,1 0,5 - 1,1

LC100 (mg/1)

niedrigste gepriifte 2,6 2,6

Konzentration
mit 100 % Letalitat

Einzelwerte zur Letalitdt sind dem Anhang (Seite 27) zu entnehmen.
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5.2 Aussehen und Verhalten

In allen gepriiften Konzentrationen wurde eine Beeintriachtigung des Schwimmver-
haltens, der Atmung sowie ein verindertes Aussehen und Verhalten beobachtet.
Die Einzelwerte sind dem Anhang (Seite 23-26) zu entnehmen.

Die gestorbenen Fische zeigten teilweise eine dunkel verfirbte oder aufgehellte
Korperoberfldche sowie gerdtete Kiemen.

5.3 Wasserparameter

Fiir die Konzentrationsgruppen und die Kontrolien ergaben sich iiber den gesamten
Versuchszeitraum folgende Streubereiche:

Parameter Konzentrationsgruppen Kontrolien
pH-Wert (1) 7,9 - 8,5 8,0 - 8,5
Sauerstoffgehalt (mg/1) 5,8 - 8,8 7,1 - 9,3
Temperatur (°C) 21,2 - 22,6 21,0 - 22,8

Die Einzelwerte sind dem Anhang (Seite 17-22) zu entnehmen.

Dr Zok/LH
Referat GLP HOECHST AKTIENGESELLSCHAFT
Pharma Entwicklung
_Z—Cg Toxikologie
& 123
Dr. Zok
Versuchsleiter
Dr. Jung

Gewerbetoxikologie
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6. ANHANG
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6.1 Methodik der Wasserparameterbestimmung

Parameter

Einheit

Methode

Temperatur

Sauerstoffgehalt

pH-Wert

oC

mg/1

elektronische Messung mit Sauerstoff-
meBgerdt OXI 196 (WTW) und Sauerstoff
elektrode EO 1956-1.5 mit eingebautem
Temperaturfiihier (Wissenschaftlich
Technische Werkstatten, Weilheim)

elektronische Messung mit Sauerstoff-
meBgerat OXI 196 (WTW) und Sauerstoff
elektrode EO 196-1.5 (Wissenschaftlic
Technische Werkstitten, Weilheim)

elektronische Messung mit pH-MeBgerat
pH 763 (Knick) und Einstab-MeBkette
(Schott-Gerite GmbH, Hofheim)
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6.2 Wasserparameter - Einzelwerte

Erster Teilversuch

Konzentration : 0 mg/1 (Kontrolle) ‘ Versuchsbeginn : 30.09.91
Versuchsbecken-Nr. : 31 )
Datum Zeit pH-Wert 07 (mg/1) Temp. (°C)
- 30.09.91 vor Zug. 8,4 8,9 22,4
I 0h 8,4 8,8 22,3
‘ 30.09.91 2-4 h 8,3 8,5 21,7
01.10.91 24 h 8,1 7,5 22,5
vor Zug. 8,5 9,0 22,3
0h 8,5 8,9 22,2
01.10.91 2-4 h 8,4 8,5 21,5
02.10.91 24 h 8,1 7,8 21,3
vor Zug. 8,4 9,0 21,0
0 h 8,4 8,9 21,0
02.10.91 2-4 h 8,4 8,7 21,6
o 03.10.91 | 24 h 8,1 7,6 21,7
vor Zug. 8,4 9,3 21,0
0h 8,4 9,2 21,7
03.10.91 2-4 h 8,3 9,1 21,7
04.19.91 24 h 8,0 8,1 21,6

Die Sauerstoffsdttigung (100 %) bei 22 °C und drtlichem Luftdruck betrug wahren
des gesamten Teilversuchs 8,6 - 8,9.

(Fortsetzung néchste Seite)
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Erster Teilversuch

Konzentration . 0% mg/1 (Lésungsmittelkontr.)

Versuchsbecken-Nr. : 32

Hoechs‘t@
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Versuchsbeginn : 30.09.91

Datum Zeit pH-Wert 07 (mg/1) Temp. (9C)

30.09.91 vor Zug. 8,4 9,1 22,8
I 0h 8,4 8,8 22,4
30.09.91 2-4 h 8,3 8,5 21,7
01.10.91 24 h 8,0 7,2 22,8
vor Zug. 8,5 9,0 22,2

0h 8,5 8,9 22,2

01.10.91 2-4 h 8,4 8,6 21,5
02.10.91 | 24 h 8,1 7,3 21,3
vor Zug. 8,5 9,1 21,0

0 h 8,5 9,0 21,1

02.10.91 2-4 h 8,4 8,7 21,6
03.10.91 | 24 h 8,0 7,1 21,8
vor Zug. 8,4 9,3 21,1

0h 8,4 9,3 21,7

03.10.91 2-4 h 8,3 9,0 21,8
04.10.91 24 h 8,1 7,9 21,6

(Fortsetzung ndchste Seite)




Hoechst &

Pharma Entwicklung Bericht Nr. 91.1062
i Toxikologie 04. November 1991
' Seite 19 (31)

Erster Teilversuch

Konzentration : 1 mg/1 Versuchsbeginn : 30.09.91
Versuchsbecken-Nr. : 14
Datum Zeit pH-Wert 07 (mg/1) Temp. (°C)
30.09.91 vor Zug. 8,4 9,0 22,3
I 0 h 8,4 8,6 22,6
30.09.91 2-4 h 8,3 8,3 22,5
. 01.10.91 24 h 8,0 6,9 22,6
I vor Zug. 8,5 8,9 22,2
! 0 8,5 8,5 22,6
01.10.91 2-4 h 8,4 8,5 22,5
02.10.91 24 h - 8,1 6,7 22,5
vor Zug. 8,5 9,2 21,8
' 0 h 8,5 8,7 22,5
02.10.91 2-4 h 8,4 8,5 22,5
03.10.91 24 h 8,0 - 5,8 22,6
0 vor Zug. 8,4 9,2 21,6
0h 8,4 8,6 22,6
03.10.91 2-4 h 8,4 8,6 22,5
04.10.91 24 h 7,9 6,6 22,5
(Fortsetzung ndchste Seite)
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Konzentration 1 2,2 mg/] Versuchsbeginn : 30.09.91
Versuchsbecken-Nr. : 15
Datum Zeit pH-Wert 07 (mg/1) Temp. (©°C)
30.09.91 vor Zug. 8,4 9,0 22,1
I 0h 8,4 8,6 22,6
30.09.91 2-4 h 8,3 8,3 22,5
01.10.91 24 h 8,0 7,4 22,6
vor Zug. 8,5 8,9 22,1
0h 8,5 8,4 22,6
01.10.91 2-4 h 8,5 8,4 22,5
02.10.91 24 h 8,2 7,5 22,5
vor Zug. 8,5 9,1 21,8
0h 8,5 8,7 22,5
02.10.91 2-4 h 8,4 8,6 22,5
03.10.91 24 h 8,1 7,2 22,6
vor Zug. 8,4 9,2 21,5
0h 8,4 8,8 22,6
03.10.91 2-4 h 8,4 8,8 22,5
04.10.91 24 h 8,1 7,4 22,4

(Fortsetzung ndchste Seite)
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Iweiter Teilversuch

Konzentration : 0 mg/1 (Kontrolle) Versuchsbeginn : 07.10.91
Versuchsbecken-Nr. : 36
Datum Zeit pH-Wert 07 (mg/1) Temp. (©C)
07.10.91 vor Zug. . 8,4 8,4 22,3
I ~0h 8,4 8,2 22,1
07.10.91 2-4 h 8,3 7,6 22,5
08.10.91 24 h 8,2 7,4 22,5
vor Zug. 8,5 9,3 21,9
0 h 8,5 8,7 22,5
08.10.91 2-4 h 8,4 8,9 22,2
09.10.91 24 h 8,2 7,8 22,5
vor Zug. 8,4 9,2 22,0
. 0 h 8,4 8,9 22,1
09.10.91 | 2-4 h 8,3 8,8 22,4
10.10.91 24 h 8,3 8,0 22,5
vor Zug. 8,5 9,5 21,8
0h 8,5 9,1 22,0
10.10.91 2-4 h 8,5 8,9 22,5
11.10.91 24 h 8,1 8,2 22,5

Die Sauerstoffsdttigung (100 %) bei 22 OC und Srtlichem Luftdruck betrug wahrer
des gesamten Teilversuchs 8,7 - 8,8.

(Fortsetzung ndchste Seite)
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Zweiter Teilversuch

Konzentration : 5 mg/1 Versuchsbeginn : 07.10.91
Versuchsbecken-Nr. : 7
Datum Zeit pH-Wert 02 (mg/1) Temp. (°C)
07.10.91 vor Zug. 8,4 8,4 21,5
I 0h 8,4 7,8 21,4
07.10.91 2-4 h 8,3 7,7 21,8
08.10.91 24 h 8,3 7,9 21,7
vor Zug. 8,5 9,3 21,1
0h 8,5 8,7 21,7
08.10.91 2-4 h 8,5 8,7 21,86
09.10.91 24 h (8,4) (8,3) (21,2)
vor Zug. - - -
0h - - -
09.10.91 2-4 h - - -
10.10.91 24 h - .- -
vor Zug. - - -
0 h - - -
10.10.91 2-4 h - - -
11.10.91 24 h - - -

( ) = Messung nach 100 % Letalitat
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6.3 Symptomatik - Einzelwerte

0 mg/t (Kontrollgruppen aller Teilversuche)

Zeit nach Versuchsbeginn 1. Tag 2. Tag 3. Tag 4. Tag 5. Tag
Zeit nach Substanzzugabe (Std.) 2-4 24 2-4 24 2-4 24 2-4 24
Letalitdt (absolut) 0/20 0/20 0/20 0/20 0}20 0720 0/20 0/20
In Aussehen und Verhalten '

unverandert . 20/20 20720 20720 20/20 20/20 20/20 20/20 20/20

L3sungsmittelkontrotle mit 0,095 mi Tween 80/1

Zeit nach Versuchsbeginn 1. Tag 2. Tag 3. Tag 4. Tag S. Tag
Zeit nach Substanzzugabe (Std.) 2-4 26 2-4 264 2-4 24 2-4 24
Letalitdt (absolut) 0/10 0/10 0710 0/10 0/10 0/10 0710 0/10
In Aussehen und Verhalten

unveridndert 10/10 10/10 10710  10/10 10710 10/1C  10/10 10710

(Fortsetzung nichste Seite)
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1 mg/t

Zeit nach Versuchsbeginn 1. Tag 2. Tag 3. Tag 4. Tag 5. Tag
Zeit nach Substanzzugabe (Std.) 2-4 24 2-4 24 2-4 24 2-4 26
Letalitdt (absolut)} 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10

Atemfrequenz erhéht m a m - - m - m
Abstehen der Kiemendeckel m a m m 2 m m m
Atmung stofweise m - - m m - - -
schwimmen an der Wasseroberfléche m m m m m - m -
schwanzlastige Schwimmhaltung m m m m a a m a
‘ Korperoberfléche dunkel verfarbt m e e - - m m m
schreckreaktion gesteigert m - - m m a - a
Stehen am Beckenboden - m m m m e e -
kopflastige Schwimrhal tung - m m - - - - -
verminderte Aktivitdt - - m - m m m m
Atmung unregelmsgig - - - m - m m -
Schuimmen am Beckenboden - - - m - - - m
stark verminderte Aktivitdt - - - - m m m -
Stehen an der Wassercberfliche - - - - - e - -

e = Einer
m = Mehrere
a = Alle

(Fortsetzung nichste Seite)
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2.2 mg/t

Zeit nach Versuchsbeginn 1. Tag 2. Tag 3. Tag 4. Tag 5. Tag
Zeit nach Substanzzugabe (Std.) 2-4 24 2-4 24 2-4 24 2-4 24
Letalitéi't (absolut) 8/10 4710 5/10 6/10 6/10 7/10 7/10 7/10

verminderte Aktivitat
Atemfrequenz erhdht

Stehen am Beckenboden

Schwimnen am Beckenboden
schuanzlastige Schwimmhaltung
Korperoberfliche dunkel verférbt
Schreckreaktion gesteigert
Abstehen deriKiemendeckel -
Atmung unregelmifig
Schwimmen an der HWasseroberfléche -
Stehen an der Wasseroberfliche - -
kopflastige Schwimmhal tung - -
Taumeln - - .
Atmung stofweise - - - m - " - - -
Zittern - - - e - oo - -

[]
[
[

[(]
[
t
‘

n 3
[
'
o
3

2 3 33 3 3 3
v 3 D
3 ¢+ 3 3 1 ¢
+ @ 3 3
. 3 0
o 3 8 383 2
p + 3 7 3
e 3 3 » 3 60 0

.
3 3 3
'
o 3 0
o o o
‘
L}
'

o 0 o 3
'
)
.
'
.

e = Einer
m = Mehrere
a = Alle

(Fortsetzung nichste Seite)
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S_mg/t

Zeit nach Versuchsbeginn 1. Tag 2. Tag 3. Tag 4, Tag S. Tag
Zeit nach Substanzzugabe (Std.} 2-4 26 2-4 24 2-4 24 2-4 26
Letalitdt (absolut) 0/10 9710 10716 10410 10/10 10710 10710  10/10

Atemfrequenz erhdht m
Abstehen der Kiemendeckel m
Schwimmen an der Wasseroberfléche m - - - - - - -
schwanzlastige Schwimmhaltung m
verninderte Aktivitét -
Atmung unregelmifig -
Stehen am Beckenboden -
Korperoberfliche dunkel verférbt -
Zittern -

'
[
.
[
)
¥
[

® ® 6 0 O
.
'
1
[
+
'

e = Einer

Mehrere

]
1]

a = Alle
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6.4 Letalitdt - Einzelwerte

Konzen- Versuchs- Versuchs- Letalitat

tration becken beginn Zeit nach Substanzzugabe

(mg/L) Nr. (Datum) 1. Tag 2. Tag 3. Tag 4. Tag S. Tag

2-4 h 26 h  2-4 h 26h , 2-64h ‘26 h , 2-4h 24 h

0. 31 30.09.91 /10 0/10 0/10 0710 0710 0710 0710 0/10
o* 32 30.09.91 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0s10 0710 0/10
1 14 30.09.91 0/10 0/10 0/10 0710 0/10 0710 0710 0/10
2,2 15 30.99.91 0710 4710 5/10 6/10 6710 7/10 7/10 7710
0 36 07.10.91. 0/10 0/10 0/10 0/10 0710 0/10 0710 0/10
5 7 07.10.91 0710 9/10 | 10/10 10710 | 10770 10/10 | 10/10 10/10
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Abteilung:
Verfasser:

Hoechst \

Hoechst Aldlengesellschaft
Postfach 8003 20 - Braningstrafe 5¢- -

Analytisches Laboratorium 6230 Frankfurt am Main 80
Dr.P.Petrovic, S. Ries Dawm: 0Y_.11.%4
: Bericht-Nr: 9 40gY
Seite: 2§ ( 34)
Teilbericht

Analvtische Bestimmung des Gehaltes der Prufsubstanz
im Wasser

1. Art der Gesamtuntersuchung :

1.1 akute Fischtoxizitat
1.2 Versuchs-Nr. : 91.0422

2. Prufsubstanz :

2.1 Handelsname : Naphthol AS-PH rein
2.2 Chemische Bezeichnung :
2.3 Reinheitsgrad : 96.4% (m/m), AZ Nr.:04340 vom 14.06.19°¢

2.4 orientierende Wasserldslichkeit : >1000mg/L (1lh)
100mg/L (24h)

3. Methode : HPLC (UV-Detektion) nach Trennung an einer
' unpolaren stationaren Phase (RP-18).

3.1 Probenvorbereitung: Alle Proben wurden im Ultraschall-
bad homogenisiert.

3.2 Auswertung: Die Auswertung erfolgte nach der Methode de
externen Standards. Als Standard wurde die Prifsubstanz
eingesetzt.

4. Probenbeschreibung :

4.1 Aliquoter Teil aus der Gesamtwassermenge von 10 1:
ca.100 ml.

4.2 Aussehen : klare Lésungen

4.3 Priftemperatur des Wassers wahrend der Toxizitats-
prifung 22°C *1°C
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. . QZZSf Analytisches Laboratorium gﬂm19%44-34
Dr.P.Petrovic, S.Ries erichiNe: 34.40 63
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5. Substanzgehalte in Wasser
Proben |Sollkonz. |Datum der mg/L gefunden nach Ansatz
Nr. ng/L Probenahme Oh 24h
174a 1.0 30.092.91 0.62
175a 1.0 01.10.°21 0.54
176a 1.0 02.10.91 0.40
177a 1.0 03.10.91 0.38
‘ 178 2.2 30.09.91 1.23
179 2.2 01.10.91 1.00
180 2.2 02.10.91 1.13
181 2.2 : 03.10.91 0.89
i
g 28 5.0 07.10.91 3.16
f 29 5.0 08.10.91 1.97
I
|

6. Anmerkungen : -




Abteilung:
Vertasser:

Analytisches Laboratorium

Hoechst &8

oawm: OY. 41 .%4
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7.

8.
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Alle Rohdaten werden gemdf SOP 306-2/88 im Zentralarchi
aufbewahrt.
Diese Priufung wurde nach SOP 315-0/89 durchgefuhrt.

Allgemeines :

Prufeinrichtung fir Analysen :

Hoechst AG

Analytisches Laboratorium
Toxikologie Analytik
(AuBenstelle Kastengrund)
Postfach 800 320

6230 Frankfurt/M. 80

Auftraggeber :

Hoechst AG

Pharma Entwicklung Toxikologie
Gewerbetoxikologie

Kastengrund

Postfach 860 320

6230 Frankfurt/M. 80

Qualitdtssicherungseinheit im Rahmen von GLP :

Ap.S.J.Harston , Hoechst AG

An den Analysen beteiligte Personen :

Dr.P.Petrovic
S.Ries

A+ A0.G4

Datum : /<",§;_;;_;:,

Verantwortlicher Wissenscbaftler :

(Dr.P.Petrovic)

|
1



91.1062* 031

Hoechst Aktiengesellschaft
6230 Frankfurt (M) 80

Hoechst | 04340

"Herrcn Dr. Kern
UWS - Geschaftsbereich D
Werk Hochst 14.06.

Analytisches Laboratorium Datum
Produkt: Naphthol AS-PH, rein pExgy: CG O
&hagﬁen—Nr.: Gemisch 14/91
0e. NI .
1% "66 0349 0D Z096 0001 oot TARIS0ERRE
Untersuchungsbefund
w(HOE CG 0349 .. 0001) = 96,4 % (m/m)

(aus dem C-Gehalt der.Elementaranalyse)
Nebenkomponenten und Anmerkungen siehe Anlage

Riickstellmuster werden in den Archiven des
Analytischen laboratoriums gelagert

‘ Leiter des
ANAL YT ISCGHER TABORATORIUMS

R- 1 \"\ A},QL

(Dr. R. Fischbach)

seman wmm

Best Available Copy



ramseyer


