
FICHE COMPAGNIE - ESCADRON 

CORRESPONDANCE 
A 
'DESTINATAIRE 

- Commandant de l a  b r igade  de  RAWONVILLE ST AGNE 31 
J V 

OBJET R ~ F ~ R E N C E ( S )  e PI&CE(S) JOINTE~S) 

- O B J E T r remise  de  pr&levements  au  CoNoEeS 

- Rhfarence 8 demande t6 léphonique  du C.N.E.S 

a J1a i  l 'honneur  de  vous demander d e  
b i e n  v o u l o i r  r e m e t t r e  à Monsieur VELASCO a u  
Cen t r e  Na t iona l  d l E t u d e s  S p a t i a l e s  à TOULOUSE, 
18 Avenue Ed. B e l i n  l e o  o b j e t s  e t  documents s u i v a n t s  t 

- un f l a c o n  de  pr&levements  

- un s a c h e t  con tenan t  de s  f e u i l l e s  t â ahaes  p a r  l e  
p r o d u i t  

- un exemplai re  du PV de c o n s t a t a t i ~ m ~  

Bien v o u l o i r  nous f a i r e  s a v o i r  l a  d a t e  d e  remise  
à c e t  organisme. 





ARMEE DE L'AIR 
--- 

3 O  REGION AERIENNE 
--- 

DIRECTION DU COMMISSARIAT 
--- 

33998 BORDEAUX ARMEES 

BORDEAUX, le 

Le Directeur du Commissariat 
de la 3O Région aérienne 

Monsieur le Directeur 
du Centre National des Etudes 
spa&iales 
18, avenue Edouard Belin 

31000 TOULOUSE 

/ 
OBJET : analyse de produit transmis par Gendarmerie de ST. MATHIEU (87). 

REFERENCE : P.V. no 77/86 du ler mars 1986 

Monsieur le Directeur, 

Suite à la procédure établie par la Brigade de gendarmerie 
de SAINT-MATHIEU (Haute-Vienne) un dossier contentieux a été ouvert 
dans mes services au nom de Mademoiselle G   sous 
le no 25/86/MR. 

Afin de me permettre de rechercher l'appareil de navigation 
aérienne susceptible d'être mis en cause dans cette affaire, 
j'ai l'honneur de vous demander de bien vouloir me communiquer le 
résultat de l'analyse du produit, qui a été adressé à votre laboratoire 
le 03 mars 1986. 

Avec mes remerciements anticipés, veuillez agréer, 
Monsieur le Directeur, mes salutations distinguées. 





L D P CONSULTANTS TECHNIQUES 

11, RUE DE LA COMÈTE / 75007  PARIS / TGL. 705-37-47 / 705-02-40 

r 
ADRESSER LA CORRESPONDANCE : 

BP 5 - 64121 SERRES-CASTET 
(FRANCE) 

Movlrs&urc VELASCO 
C.N.E.S.  

78 avenue Edoumd U n  

31055 TOULOUSE CEDEX 

SERRES-CASTET, LE 3 A v ~  1986 

V e u U e z  & o u v a  c L - j o i m 2  &A 
rcc?MXaa dlamhjcsen de l l & c h a M o n  que vous avez b i e n  voueu 
nous con&&i (N/Réa.  : 86 ACCll 155587) . 

Noucs voucs p f i o m  dlag&&a, M o m h h ,  l! l e x p & a b i o n  de nocs csemZm~rz;tb 
tu r7IQdYQultj. 



L D P CONSULTANTS TECHNIQUES 
84121 SERRES-CASTET (FRANCE) / TEL. (69) 62.60.76 + (FUTUR 33.20.76) 
11, RUE DE LA COMETE / 76007 PARIS / TEL. 706-37-47 / 706-02-40 
49, AVENUE LACASSAGNE / 69003 LYON / TEL. (7) 864.99.68 / 
L. D. P. S.A.R.L. CAP. 170.000 f. / R. C. M U  B 086 860 313 1 SIRET OB6 880 

r 
ADRESSER LA CORRESPONDANCE : Momha VELASCO 
BP 6 - 64121 SERRES-CASTET C.N.E.S. 
(FRANCE) 

18 avenue Edouad 8etwl 

L 
31055 TOULOUSE CEDEX 

V/R&d. : Analyse d'un eiquLde pltovenant d'un mohceau de glace 
N/Réd. : 86 Am 15587 



LI & c h a U o n  inconnu contient de6 phodua s u p # h n t U  qui abs okbent 
au-delà de 500 nm, jusque dan6 t tuWia-violet  ; ce d e h w  6 p e a e  
@&entant une ab6ohp-tion phebque to.bee. 

Le6 deux 6 c h a W o n s  ont &t& ex&a& pah un solvant ohganique : tW- 
ddoiuche de cahbone ; ce sdvant  hecudttant Ces w é / l e b  ohganiquu 
éventumemeutt ph&en;tes dan6 t a  phase aqueuse. 

Ces deux banded peuvent 6.&a &gatenient M u h  à de6 U o n s  ûff Cibha.  



La teneuh en dcaeind dans t l échant ieeon  Rt@ence ut &.ü&e ; tes ClLtiom 
sont  donc es6en;tieeeement sou4 dome amine. 

CONCLUSIONS : 
X X L I 0 0 0 t 0 0 0  

Le Ciquide bteu  ana.tys& phbente te6 mdnie6 c a m d t h h - u e s  qu'un w o d u a  
d4kindecctan.t a n a t y d  c o r n  &&daence et couitanunent u U é  pah Ces Compagnies 
A u e n m .  Ce eiqui.de contiRnt p/Lincipatement de6 a m h a  subs.titrc& P o -  
venant d'un podui-t b a d f i c i d e  et débodoltibant &i que du seCb d'u4ée 
ou dtaclide6 aminé6 povenant  de d i v e m  p h o d u h  de d&gmdaZhn. 



de6 de ~otüum et de po.ttw&m p4ouenan.t des davond de *OU&% 
&Osbi que de6 ururre6, 

des phoduL12 @ z d a  de dCfihadaZbn ck t < u ~ n e .  
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MINISTERE DE LZrRBANiSME 
DU LOGEMENT ET DES TRANSPORTS 

BUREAU ENQUETES ACCIDENTS 
246 r u e  Lecourbe 75732  PARIS CEDEX 15 

SECRETARIAT D'ETAT AUPRES 

DU Mi'NiSTRE DE L'URBANKME 
DU LOGEMENT ET DES TRANSPORTS 

CHARGE DES TRANSPORTS 

pARiSl LE O ? MARS 1986 

INSPECTION GENERALE DE L'AVIATION CIVILE 

ET DE LA METEOROLOGIE Centre National d'Etudes Spatiales 
Centre spatial de Toulouse 

CTIGEPAN 
&A-. LAPLACE 

A l'attention de M. VELASCO J.J. 
18, ave Edouard Belin 
3 1055 TOULOUSE CEDEX 

BORDEREAU D'ENVOI 

DESIGNATION DES PICCES 

Copie d'un document DOUGLAS CSD N o 3 
(ler mai 1974) et de la norme AFNOR 
T 72 150 concernant les bactéricides 

Remarque : les recommandations de 
l'OMS contenues dans le "Guide d'Hy- 
giène et de salubrité dans les trans- 
ports aériens"" gGenève 1978) et 
cette norme DOUGLAS sont utilisés comm 
1' norme internationale" auprès des four 
nisseurs. La composition des produits 
des différents fournisseurs est évi- 
demment couverte par le secret de 
fabrication, mais diffère très peu 
d'un produit à l'autre. Il s'agit 
d'ammonium quaternaire (NH4), colorant 
et parfums divers associés à des inhi- 
biteurs de corrosion et charges pour 
les contenir. 

- 
Nombre OBSERVATIONS 

Pour attribution. 

Comme suite à votre 
demande téléphonique 
du 05 mars 1986. 

be Chef du Bureau EnquBtes-Accidentr 

lngfhieur GBnBrôl de l'Aviation Chrll0 



DOCUMENT : Douglas Ai rcraf t Company, Product Support 
w Customer Service Document (CSD) No. 3 

dated June 1, 1973 
Revi sed and Rei ssued May 1, 1974 

TITLE: Procedure for obtaining approval of vrnufacturer/vcndor 
dcvel opcd ai rcraf t tol le t deodorizer/iisinfcctant 

MODE : Aircraft toi lets  w i  t h  1 iquid primed tanks 

P3EPARED 8Y: id. B. Engcl, Cl-253 (Haterials 8 Proc~ss Engineering) 
H .  W. Jong, C1-253 (Interiors Engineering Design) 
D. L.  Angcl , Cl-781 (Custmr Service Representative) 
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A. Introduction 

The purpose of th is  document fs to  furnish a pro&dure to  a i r c r a f t  opera- 
tors  as an ald in evaluating and qualifying a i r c r a f t  chernical t o i l e t  
dcodori zers/dl s lnfectants for  use on Douglas al  rcraf t. Si nce spl 1 1 age 
always occurs, the compounds must not be harmful t o  a i r c r a f t  structune 
I n  rddl t lon to  b e 3  safe fo r  use 1n l a v - s t e i n s .  

1 ,  
i 

General Instructions 

Qua1 1 f lcat ion t e s t s  speciflcd hereln are  those designed spcci f ica l  l y  
t o  ascertain whether t h e  m t e r i a l s  arc compatible, effec t ive  and not 
detrimental t o  a i  r c r a f t  tol  l e t  systems , or t o  the a l r c r a f t  structure. 

Qualification t e s t s  i n  addition to  those s e t  forth in th l s  document 
may be required o r  conducted by operators when such t e s t s  are dcemcd 
necessary t o  assure a i r c r a f t  and personnel safety. 

The manufacturer/vendor of materials i s given wide la t i tude  in  the 
sclect ion of ingredients and composi tion. llowever, the compounds 
sha l l  not contain ingredients fo r  which the degree of hazard has 
not been appraised, nor any corrbination o f  ingredients tha t  m i g h t  
bc hazardous to  the hcal t h  of personnel o r  whlch would cause 'subse- 
quen t ecol ogl cal problems . 
The manufacturer/vendor shal l  not use any Ingredients i n  such concen- 
t r a t ion  whlch would violate  standards establ ished by envi rotxwntal 
regulatlng agencles o r  occupatlonal hcal t h  regulatlng agencies. 

The manufacturer/vendor shal l  use the same Ingredients and formula- 
t ion  procedures f o r  productl on nuter ia ls  as for  approval of the t e s t  
sanple materials. If  i t  becofies necessary t o  make any change in the 
components o r  prc:ess i ng , the nianufac turer/vendor shal l  be requ i red 
t o  requallfy the materials. Proccdures descri b ing  the mnncr and 
frequcncy of use on the a i r c r a f t  shal l  not be a l  tercd or modified i n  
any way wl thout requalification or approviîl of the user. 

~ a t e h a l  Classiflcatlon and Qualification Requlrements 

. 1. This document covers rnanufacturcr/vcndor developed chernical t o l l c t  
deodorfzer disinfectant niaterials .for use on a l r c r a f t  reclrculated, 

2. Hater ials  and procedures developed undcr th i s  document sha l l  be those 
whlch w i l l  perfom without lnjury t n  1 ,  L ~ , ~ f t  materlais. 
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0. &ualtflcatlon Testtnq 

Tes ttng of mnufacturer/vendor devel oped ma ter ia l  s ni 11 be performed a t  
their expense and shall be accomplished bv a u f i e d  independent tes t -  
lng laborato unless approval t s  obtained from the operator authorizini 

' d e r / v e n d o r  laboratories t o  perform the quallf ication tes ts .  

The laboratory conductlng the qualification test ing shall , when 
qual ifying the material s , use the same 'composl ti ons and concen- 
trations as recomnded by the manufacturer/vendor for actual use. 
When various concentrations arc recomnended for  use, qual i f i  cat i  on 
tes tlng shall be conducted uslng the minimum and maximum concen- 
t r a  t i  ons. When the manufacturer/vendor speci f i e s  mixtures of 
sol vents and/or water, separate t es t s  shall be conducted on the 
ml xtures . 
Upon completion of the t e s t s  specified herein, the tes t ins  laboratory. 
w i  11 prepare a t c s t  report s ta t inq vhether the material m e t s  the 
r ~ q u l  rerrren é report shall bear a t e s t  report 
$"mer andda", and wi 1 %i udéha descrl ption of the t es t s  con- 
ducted, the nrethod of test ,  and the resul t i n g  t e s t  data. Specimens 
exposed to the t e s t  conditions, along w i  t h  the unexposed control 
specimens, will bc pcrmanently identified and suitably mounted for  
display. , A  copy of the t e s t  report shall be nrovided t o  t h e  a i rc ra f t  
opera to t .  

The material qualification tes t s  a re  to be perfomed as outlined i n  
paragraph 6. 

E. Usage and Application Requlrements - Product Bu1 l e t i n  - 
1. A product bulletin describing the material and method o f  use shall 

be provi ded by the rnanuf acturer/vendor . The bu1 1 e t i  n i s i ntended 
t o  provlde the ~ p e r a t o r  detallcd instructions f o r  use of these 
colnpounds i n  the ai rc ra f t  usi ng the manufacturer/vendor products 
and procedures. 

2. The product bulletln shall be written i n  such a mnner t h a t  the 
instructions and procedures apply specifical ly to the use of  the 
prcduct in the a i rcraf t .  In addi  tion, the mrufacturer/vendor is 
urged to use the fol lwing as a forput when preparing the product 
bu1 le t in .  

(a) Bulletln Identlflcatlon: The bulletin should be Identified by 
the manufacturkr]uen-dor letterhead, the bullet in ti t l e ,  a 
bulletin nuniber and date crf issue. 



CS0 No. 3 
Page 5 

E. 2. (Contlnued) 
\ .  

(b) Description of Product: This sect lon should contain a' s u m r y  
nhich describes the act ive lngredients in the product, the  
important charac ter i s t ics  of the product and a- brief  descript ion 
of the method of product use. 

(c) Method of Use: This section should descrlbe the rrethod of 
product use, areas of application and frequency of use on the 
a l r c r a f t .  The information should be suff ic ient ly  de ta i led  and 
complete t o  provide Instructions t o  opcrators fo r  use o f  the 
product under a l1  known and ant lcipated coiiditioris. 

r, (d) Mixinq Instructions: The inanner i n  which the product is  mixed, 
a i lu t ed  o r  otherwise prepared f o r  use should be contalncd in 
t h i s  section. Equlpmnt and m t e r i a l s  rcquircd fo r  the prepara- 
tion and use as well as the recomnded concentrations of use 
should be included. 

(e)  Material Compatibill t This sect lon should contain information 7 - 3  and d a t a  relat ing O t c compatibility o r  incompatibility of the 
product upon the various nuter ia is  and surfaces of the . a i r c r a f t  
t o i  l e t  sys tem and servi ce e q u i p a q t ,  i n c l u d i n ~  standard ethyleiie- 
iglycol ant i  freeze ccmpounds. - 

2 

( f )  Properties: A descrfption of the important  -al and phvsical 
, groperties of tiip matcri a l ,  includfhg the fo l  lowing, should be 

presented ln th l s  section: 

- Toxlcl ty (LT'U) - Was te Dl spos al Procedures 
PH Speclflc Gravl t y  
Flash Polnt O - .Vlscosity 

' ~Odor S01übi:ity - Storage L i m i  t a t i  ons Color. 
' , Handling Instructions Frcezr Pol n t - - .  - 

(g)  Safety Practiccs: This section should describe the rccominded 
safety practices,  protecti  , b l , t i ~ l n g  and cquiprcent whi ch may be 

, required for  personne? t , .-:y use the niaterial. Any harmful 
o r  adverse ef fec t  t o  p .. , i t h a t  FR>Y rcsul t fmm exporure t o  
the material should b: , i ic ; ; l ly  notcd, iricluding f i r s t  ùid 
practl  ces. 

r a n t y :  - A c lea r  cor warranty s ta tcrent  sha l l  bc made. 
I * h s statement should , f y  the manufacturer/vcndor warranty 

.pas1 tion regarding t h l  .::rial formulation and 1 ts usaze. 
I 
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E. (Continued) 

3. The manufacturer/vcndor shal 1 provide instru6tions.  t r a ln lng  o r  
supervision as requi red to  ensure proper use and contml  o f  the 
product by the operator. 

F. Submittal o f  Data For Product Approval 

1. The mnufacturer/vendor sha l l  submi t ,the following t o  the  operator  
f o r  evaluation and approval : 

(a) A copy of the laboratory report covering the r e s u l t s  of the  
materi a l  qua1 i f  1 cation t e s t s .  The laboratory report  and  t e s t  
specimens subrnitted will  be retained by the operator f o r  
record purposes . 

-.' 
(b )  A copy of the product bul le t jg  containing the information a s  

described in paragraph E.  

2. Operator acceptance o r  reject ion of the rnaterial and the appl icable  
product bul le t in  w i  11 be detemined among other reasons on the basis  
of safety t o  the a i r c r a f t  t o i l e t  system as  shown by the qua l i f i ca t ion  
t e s t  data. 

p~ G. ~ u a l l f i c a t f o n  Test Procedure: 

1. Physical Properties 

( a )  Color Absorbin Pro e r t i e s :  The cornpound- should De dyed t o  mask 
-%-a- organic WJS te CO ors an indicate a chemically chorgcd t o i l e t .  

(1) The r ecomnded  concentration (prime charge) s h a l l  be 
di luted one par t  of prime charge t o  four  par t s  of raw 
sewage, and s t i  11 re ta in  i t s  original color  (preferably 
blue or  green shades) fnstcad of turning grey t o  brown. 

-' 

( 2 )  The dye sha l l  be pH res i s t an t  and not discolor  o r  break 
down when tested in a pH 3 t o  11 water environment. 

( b )  Solubili  t : The compound shal l  be fu l ly  soluble a t  f t s  recom- 
~ ~ n d d c e n t r a t i o n  in both s o f t  and hard water. Two sets o f  
t h e  recomnded concentration of the compound a r e  prepared and 
tested in d i s t i l l c d  o r  deionizcd water and two s e t s  i n  hard 
water (greater  than 180 ppm CaC03 hardness). The s o l u b i l i  t y  
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G ,  1. (b )  (Continued) 

of the compound shal l  be tested a t  25' s'id 10°C by s t ? r r i n g  
vigorously f o r  5 minutes each of the four solutions. , A t  the 
end of 5 minutes record the solubi l i  ty or presence of precipi- 
tate: 

Sof t Water - Hard Mater 

(c) Ylscoslt : The klnematic viscosi ty of the compound a t  the 
c d  concentration shal l  not exceed the viscosity of 
delonized/distl l led water a t  10' and 30°C by more than 10% 
when measured per ASTM D445, 

( d )  Surface Tens 1 on : The compound a t  the recomncnded concentration 
sha l l  have good wetting properties so tha t  i t  reduces the 
surface tension of the water t o  below 45 dyncslcm. Thc surface 
tension of the compound 1s detennined with a du Nuoy tensiometcr 
equipped w i  t h  a platinum ring, pcr ASTM 3-1331, a t  25 - + 3°C. 

(e)  Foarn Test: The coarpound a t  the recomndcd concentration sha l ï  
not form cxccssfve foam tha t  remalns 150 minutes o r  longer with 
a fosm head h e i g h t  o f  greater than 10 millimeters. Three one 
hundred ml 1111 1 t e r  a1 iquots of the compound are measurcd i n  
250 ml glass  stopper graduatcs placed a t  IO0, 25" and 5S°C. 
The tlme i t takes fo r  a l1  the foam t o  di:,appear 1s rccorded up  
t o  150 mlnutes. The height of any foan reminlng i s  mcasured 
and recorded i n mi 1 1 1 me t e r s  . 

( f )  ---- Resldue Test: Two 2 X 6 inch panels shall  bc prepared from 
7075-T6 alclad alumlnum al loy conforming to  Federal Specif icat ion 
QQ-A-250/13 Tcrnp T6 and clcaned w i t h  acetone. The s p e c i n ~ n s  
sha l l  be i m r s c d  in a su f f i c i cn t  quantity of the conipound t o  
covcr appmxiniately one-half of the panel. The solution sha l l  
have the same composition and concentration as tha t  which wi l l  
be used f o r  the prime charge. After the compound has been 
applied the panels shall  be placcd a t  45 degrces from the 
horizontal l n  an oven maintained a t  100°F (38°C) f o r  30 minutes. 
A t  the end o f  the 30 minute period, the panels wi11 bc removed 
frorn the oven, rinsed w l t h  rom temperature d i s t l l l e d  water and 
allowed t o  dry. The t reated and untreated areas of  the panel 
sha l l  be vlsual ly  examined and cmpared for the prpsence o f  
resldue o r  s tains .  There should be no v is ib le  residue o r  
s t a lns  a f t c r  the f ina l  water rlnse. 
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(9) Thenal S tahl 11 t : The compound a t  the  'reco~mndcd c ~ n c e n t r a t i o n  -+ h l 1  maInta n chemlcal and physfcal s t a b l l l t y  whcn exposed i n  a 
closed container t o  125OF f o r  5 days. Any chanscs in pH, color ,  
viscosi t y ,  odor, turbidi ty  o r  residue formation sliall be reported 
and sha l l  be consldered as basis f o r  rejection. 

( h )  Stain Test: The compound a t  the rccomnded concentration shal; 
not s t a i n  square t e s t  patches (2  X 2 inches) of 100% whl te cot ton,  
l i gh t  colorcd nylon and 1 ight colorcd wool appreciably when 
spotted wi th thc compound. The spot ted fabri  CS arc  a l  lowed t o  
dry a t  60°C. They then sha l l  be washed with a c m i e r c i a l  deter-  
gent. The presence of any s t a i n  remining on thc threc types of 
fabrlcs  sha l l  be reported. The acccptabili  ty of a product which 
produces permanent fabric  s t a ins  shal l  be deterinincd by the 
cus tomer. 

d 
2. Nonmtallic Cornpatfbilfty 

( a )  E f f e c t  on Painted Surface Test: The m t e r i a l  shal l  n:t produce 
a decrease ln fl lm hardness greater  than one pencil, t h a t  i s  
the number of the next so f t c r  pcncll , nor sliall i t produce any 
discoloration or  s ta ining when tested as follows: 

( 1 )  THO 3 X 6 inch panels shal l  be preparcd from 7075-T6 a lc lad  
aluminum a1 loy conformlng t o  Fedcral Speci f i  ca t ion  
QQ-A-250/13 Temp TG wi t h  corners and cdgcs snoothed, The 
panels shal l  be cleancd w i t h  acetonc Scotch b i t e  abraded 
and t rcated wl t h  Brush Alodlnc 1200, Epoxy Polyamide Primer, 
DeSoto 513-703 coated (wi thin 4 hours), followed by U.S. 
Paint Polyurcthane EsA 92W91 whlte. 

(2 )  A s e t  o f  drawlng leads (6B, 5B, 48, 3B, ZB, B, tfB, F ,  11, 2H, 
3H, 411, 5H and 6H) stiall be prepsrcd by squariny the lead 
t l p  wlth f ine  (180 g r l t )  sandpapcr. The t i p  of the lcad 
sha l l  be squared a f t e r  each t r i a l .  

(3) The t e s t  pariels prepared as  above shal l  be placed i n  a 
horizontal position. The compound shal l  be appl ied t o  
approximately one-half the area of each pnnel md sha l l  be 
allowed t o  rcmjin on the panels fo r  30 niinutcs. The panels 
sha l l  then be rinscd with ua ter  and a l l m e d  t o  dry 24 hours, 
The hardncss o f  the t rcated and untrea ted  areas sha l l  be 
compared by placing the leads of decrcasing hardncss i n  a 
holder and pushing the lcad across the pa in t  f l lm w i  t h  the 
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lead holder a t  a 45' angle t o  the ~horlzontal un t t l  one is 
found which wil l  not cut the f i lm but will  leave a black 
lcad mark on the surface,  whcreas, the next harder lead 
will cu t  fhrough the f i  lm wi thout leaving a black mark. 
The number of the harder numbered lead shall  be used t o  
express the hardness of the film. 

(4)  The t reated and untreated areas sha l l  be visually examined 
and corripared for  discolorat i  on o r  staining. 

(b)  Effects on --- Rubbcr and P las t i c  Materials: The cornpound a t  the 
recomnded concentration slial 1 not cause a ~ p r e ~ i a b l e  swell inq 
(10%). s taining o r  discoloration, nor any evidence of degradarion 
of rubber or  p l a s t i c  m t c r i a l s  norml ly incorporated i n  lavatory 
f ix tures  when tested as follows: 

(1 ) Str ips  of e thylcne propylene (EPT) rubber, f 1 uorosi 1 icone 
r u b ~ e r ,  s i  1 icone rubber, neoprcme, buna-NB vi ton, de l r in ,  
celcon, polysulfone, nylon, te f lon ,  polyvinyl chloride 
(PVC), polycarbonate, epoxy glass  fabr lc  and f i b e r  glass 
shal l  ba included in the t e s t .  

(2 )  Str ips  o f  each rnaterial s h a l l  be placed i n  t e s t  tubes con- 
taining the compound so tha t  bottom half of the material 
s t r i p  i s  inmrscd in the solut ion and top half i n  the a i r  
phase. The t e s t  tubes shal l  be capped and placed away a t  
arrblcnt temperature f o r  30 days. 

(3) The i m r s e d  and uninrxrsed areas of each test  s t r i p  sha l l  
bc visual ly  examined and conparcd fo r  any deleterious 
e f fec ts .  Swelling i n  excess of 10Z shal l  be considered t o  
bc excc~s ive .  Volun;?tric swell may bc detcrmined in  accor- 
dance w i  th ASTM D-47 1. , 

.-' 3. Corrosion 

(a)  ., Sanclwich Corrosion Test 
- .  

1. SCOPE 

1 
I 

1.1 This mthod dcffncs the  procedure f o r  evaluâtlng the corro- 
s l v i t y  of nutcrials.  on a l loys  cofirnonly used f o r  a i r c r a f t  
s t ructures .  Ttic mthod 1s intcnded t o  be used i n  thc 
qual i f lcat lon and approval o f  such compounds ernployed I n  

@ a i  r c r a f t  mlntcnance operattons. 
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2. APPLICABLE DOCUMENTS 

2.1 QQ-A-250/4 Al Alloy 2024 Plate  and Sheet 
QQ-A-250/5 Al Alloy Alclad 2024 Plate  and Sheet 
QQ-A-250/12 Al Alloy 7075 Plate  and Sheet 
QQ-A-250/13 Al Alloy Alclad 7075 Plate  and Shect 

3.1 Alurninun coupons having clad o r  anodizcd non-clad surfaces 
a re  sandwiched togethcr wi t h  a f i  1 t e r  paper saturated wi t h  
the t e s t  material between the coupons. The coupons a re  
cycled between wam ambient a i r  and warni huinid a i r  f o r  
seven days. The coupons a re  then inspected t o  dcterminc 

- . whether corrosion more severe than t h a t  caused by synthet ic  
tap watér has occurred on the surfaces exposed t o  the t e s t  
material .  The t e s t  may be used f o r  dry granular material 
or  f o r  so l lds ,  as wcll as f o r  l iqu id  materials.  

4.1 The data generatcd by th i s  t e s t  sha l l  bc used t o  determine 
whether a i r c r a f t  s t ructural  aluminum a l loys  a r e  l i a b l e  t o  
be corroded .or damgcd by application of the t e s t  material 
duri ng routine maintenance opera ti ons . 

4.2 I n t e r ~ x t a t i o n  of the sandwich corrosion t e s t  r c su l t s  i s  
based on a conparison of the appcarance of faying surfaces 
of 3 s e t s  of coupons, One s e t  of t e s t  coupons i s  exposcd 
with synthetic tap watcr only i n  the faying surfaces,  to  
es tab l i sh  the baseline (controls)  against  which the panels 
exposcd t o  the t e s t  matcrial a re  comparcd. I f  the  panels 
exposcd t o  the t e s t  material show the sanie o r  vcry s l i g h t l y  

-, more s talning or gencral surface corrosion than the tap 
water controls ,  the nuter ial  should be judgcd acceptable. 
Hwever, i f  the corrosion resul t fng from the t e s t  niaterial 
i s  obvïously more severe than the controls,  and covers a 

: l a rge r  a rea ,  the material i s  considered to  have f a i l e d  
the t e s t .  Materials which cause p i t t i ng  corrosion of 
faylng surfaces should be approved. Comosion a t  cu t  
edges of the t e s t  coupons should be neglccted. 
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The re la t ive  corrosion severi ty r a t i  ng sys tem i s .  provided 
in  order t o  allow a numerical c l a s s i f i ca t ion  of 'khe t e s t  
resul t s ,  and to  eliminate the necessi t y  f o r  elaborate 
wei ght loss masurements. Pi t t i ng  corrosion, which i s  
ra ted 4-extensive (severe) corrosion, MY involve only a 
negl igible  weight loss.  

The synthet ic  tap  water control panels wi 11 normal ly have 
a corrosion severity of O to 1 wi t h  an occasional severi ty  
o f  2. The anodized panels a re  readi ly discolored, b u t  not 
corroded, by t a p  water. In general, t e s t  compounds havirig 
a rat ing of more t h a n  2 a re  not acceptable. In terms of 
surface area covered by white corrosion products of alumi- 
num the following cr i  t e r i a  may be applied: 

O - No corrosion 
1 - Up to  5% of the surface area corrodcd 
2 - 5 to 10% 
3 - 10 to  25%' 
4 - 2 5 2 r  more 

Evaluation o f  the corrosivity of nxCerials  in the dry or  
concentrated form i s  necessary, since di luted materials 
t h a t  bccom trapped in crcvices or undrùincd areas can 
evaporate to  near dryness, and cause localized corrosion 
problems, lncluding accelerated crevice corrosion. 

5. DEFINITIQYS OF TERMS 

5.1 Sandwich Corrosion Test 

A comparative accelerated environmental t e s t  of the corro- 
s i v l t y  of l iquid or  so l ld  nuter ia l s  on s t ruc tura l  alloys 
c o m n l y  used in aerospace construction. 

6. INTERFERENCES 

6.1 Tap water conbining large amounts of dissolved so l ids ,  
espec ia l ly  chlorides,  may cause r e l a t ive ly  severc corrosion 
of the control panels. For t h i s  reason a syrithetic tap 
water i s  specified. For comparative purposes, a s e t  of 
t e s t  panels, with thc local ly  available t a p  water applied 
to  the f i l t e r  paper, m y  be run along with the synthctic 
tap water panels. 
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6.2 Under cer tain conditions cel lulose f i l  t e r  paper nay 
rcac t  wf th the t e s t  material and change the t e s t  resul ts. 
F i l t e r  paper nadc f rom glass f ibers  i s  ava i lab le ,  and 
should be uscd, except f o r  fluorldc-containing compounds. 

APPARATUS 

7.1 Cabinet, Hunidi ty Test, ASTM O 1745 o r  equal. 
Capabilfty of 35-103: r e l a t ive  humidity a t  100 - + 2OF. 

7.2 Oven, Forced Circulation, Air. 
Capabili ty of 100°F - + 2 O F .  

8.1 Al umt num Al 1 oy Coupons 

8.1.1 QQ-A-250/4, 2024-T3 non-clad 
QQ-A-250/5, 2024-T3 Alclad 
QQ-A-250/12, 3075-76 non-clad 
QQ-A-250/13, 7075-16 A l  clad 

8.2 Coupon Size 

Thc  rccomncnded coupon s i z e  i s  2" X 4" X .040" - . O 6 O W .  
This s i z e  has becn found t o  provSde su i t ab le  r c su l t s  
f o r  coiiiparative t e s t s .  Smaller s izes  a rc  not recom- 
mndcd, because of ttic increased variat ions due to  edge 
e f fec t s .  Larger coupons a r e  acceptable,  b u t  the space 
rcquirements f o r  tes t ing and s torage should be consid- 
crcd. 

8 . 3  Other Alloys 

Whcrc the e f fec ts  o f  a material on a l loyr  o thcr  than 
a l  uminum must bc detcrmined, couptns of s i m i  l a r  s i ze  
may De used. Test coupon materials should be purchased 
to  a standard spccification. Suf f i c i en t  coupoii matcrial 
sbould bc purchascd to  allow scveral cornpletc t e s t s  t o  
be r u n  on the same 1 ot of matcri a l .  
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8.4 Fil  t e r  Paper 

Use Uhatman GFA or  equal f i l  t e r  papcr made from glass  
f lbe r s ,  11 o r  13 cm in diameter. F l l t e r  paper wi l l  not 
be required when the matcrial being tested i s  a pwder 
or  so l id .  F l l t e r  paper should not be used w i t h  hlghly 
viscous or f luoride containlng s t r lppers .  

8.5 Anodize 

8.5.1 Anodlze the non-clad coupons per MIL-A-8625C, Type 1 
(Chromic Acid). 

8.6 Synthetic Tap Watcr 

Prepare a solut ion of synthetic tap water, using p u r e  
d i s t i  l l ed  o r  deionized water and analyt ical  reagent 
grade chernlcals: 

1. 0.020 - gr ARCalclum Acetate, C a ( C 2 ~ ~ 0 2 ) ~  .2H20 

2.  0.15 2 .O05 gr AR Magneslum Sul f a t e ,  MgS04.7t120 

3. 0.12 - + .O05 gr  AR Sodium Chloride, NaCl 

Dilute t o  .one l i t c r  wi t h  d i s t i l l c d  o r  deionized water. 
The watcr sha l l  bc ln accordancc ASTM D 1193-70, Type 
I I I .  The pH of the water shall  be  6.5 - 7.5. The pH 
of the synthot lc  t a p  water solution should be approxi- 
mately 6.8, o r  withln the range of 6.5 - 7.5. 

8.9 SAFEN PRECAUTIONS 

The n a t e r i a l s  used for  a i r c r a f t  maintenance may contain 
flamnable solvents ,  strong acids  or  a l k a l i s ,  o r  other 
toxlc compounds. Suitable precautions should be taken 
to  prevent personnel in jury from these hazards. Whcn 
the composi t lon of the t e s t  matcrial i s  not known, the 
nunufacturer should bc consulted t o  detcnninc whether 
any hazard ex l s t s .  

0.1 Agitate o r  thoroughly mix the t e s t  materlal t o  assure 
uniformity. Where di lut ion of the niaterial is  r c q ~ i m d  
use synthet ic  tap water o r  the solvent spccif ied by the 
product mnufacturer.  Apply su f f l c l en t  t e s t  m t e r i a l  
t o  sa tura te  thc arca between the metal coupons. 
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11. TEST SPECIMEN AND SAMPLE 

11.1 Three sets of t e s t  panels shal l  be prepared. A t e s t  
panel s e t  shal l  consist of 8 indjvidual tcst  coupons, 
sanciwiched together in pairs  of coupons of the samc 
alloy and the same surfacé treatmcnt, t o  provide 4 
t e s t  coupon sandwiches fo r  each t e s t  condit4on. 
Idcntify each coupon by impression stamping or  other 
sui table  permanent method. 

11.2 The panels shal l  be cleaned by solvent wiping, o r  
vapor degreasing. Do not use acid or  caust ic  cleaners. 
Ink starnpcd nurkings should bc rcmoved fron the panels. 
Do not use abrasive materials t o  clean the panels. 

11.3 The t e s t  panel s e t s  shall  be prepared as  follows fo r  
each al loy:  

11.3.1 One s e t  7 cornpound to be testcd,  a t  use di lut ion.  

11.3.2 One s e t  - compound to bc tes ted ,  concentrate 

11.3.3 One s e t  - controls,  synthet ic  t a p  water. 

12 PREPARATIOII OF APPARATUS 

12.1 Verify tha t  the hurnidity cabinet i s  operating a t  the 
speci f ied temperature and  humidi ty. 

12.2 Verify t h a t  the a i r  oven i s  operatlng a t  the specificd 
temperature, with a i r  c i rcula t ic? .  

13. CALIBRATION A!iD STANDARDIZATION 

13.1 Since the t e s t  coupons include controls fo r  coniparative 
purposes, no special cal ibration o r  standardfzation 
procedures are  requi red. 

14.1 ConJitionlng of the t c s t  m t e r i a l s  o r  the s e t s  of 
p r e p ~ r e d  t c s t  coupons i s  not required. The t e s t  
sample should bc thoroughly agi tated bciore application 
t o  the t e s t  coupons. 

14.2 The anodized panels shal l  be allowed t o  age fo r  a period 
of a t  l e a s t  48 hours pr ior  t o  exposure. 
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15. PROCEDURE . 
15.1 Assemble the cleaned panels in to  3 ident ical  groups each 

having four d i f fe rent  s e t s  of panels sui tably ident i f ied  
by perrrinent marking. Each panel s e t  shal l  cons is t  of 2 
individual coupons of t h e  same a l loy  and the same surface 
t r e a w n t .  

15.2 C u t  a piece of glass f i b e r  f i l t e r  paper t o  the approximte 
s i ze  o f  the coupons, f i t  t h i s  piece over one of the cou- 
pons. Add the t e s t  solution a t  the use concentration t o  
the paper unt i l  saturatcd. Cover the wet papcr wi t h  the 
second coupon of the sandwich pair .  Repeat the operation 
f o r  each of the coupon s e t s  in the group. This t e s t  nuy 
be oni t ted  i f  the t e s t  materlal I s  t o  be used in the 
concentratcd form only. See paragraph 8.4 f o r  delet ton 
of the f i  1 t e r  paper. 

15.3 Prepare a second group of panels as  outlined i n  15.2 
except the matcrial t o  be tested sha l l  be applied in the 
conccntrated, as-recei ved condition, w i  thout dl lution by 
water or  solvents. 

15.4 Prepare a third group of panels,  as  outlined i n  15.2, 
except tha t  syntlietic tap water only sha l l  t e  appl ied t o  
the f i  1 t e r  .paper bctwecn the panels. 

15.5 The panels shal l  bc exposed a t  a l t e rna te  in te rva ls  of 8 
hours in the a i r  oven and 16 hour; i n  the iiumidi ty cabi - 
net.  The exposure period should be s t a r t ed  on a Monday 
mornirq l n  the oven, and the coupons should be l e f t  in 
the humidi ty cabinet over the fo l  l w i n g  weekend. The 
humidlty cabinet shal l  be malntained a t  100" - + 2°F 
(37.8 + l . l°C) and 95-100% re l a t ive  humidity. The a i r  
ovcn sÏ;all be rnzintained a t  100" + 5°F (37.8 + 2 . O 0 C ) .  
Each s e t  of panels shal l  be exposë-cl ind iv iduany,  not 
stacked, in a horizontal position. Aftcr cxposure, the 
panels shall  bc rinsed in wann tap water,  and scrubbcd 
l igh t ly  w i t h  a so f t  nonmta l l i c  b r i s t l e  brush. After 
drying, examine each panel under 10X magnification, and 
r a t e  each s e t  according t o  the following scale:  

O - No visi  b1.c corrosion 

1 - Vcry s l  ight corrosion o r  discolorat ion 

2 - Slight  corrosion 
3 - Moderate corrosion 

4 - Extensive corrosion, p i t t i n g  
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INTERPRETAT ION OF RESULTS 

The cor ros ion r a t i n g  obtained on the sets o f  panels o f  
the f i  r s  t and second groups sha.11 be cornpared w i  t h  the 
r a t i n g  obtained on the t h i r d  tap water c o n t m l  group. 
P i t t i n g  cor ros ion o f  any 'sever i t y  s h a l l  be given a 
r a t i n g  o f  4. Corrosion a t  the c u t  edges af the coupons 
should be d i  sregarded. 

REPORT 

A repo r t  s h a l l  be prepared c e r t i f y i n g  t ha t  the t e s t  
has been run  i n  accordance w i t h  the spec l f i ed  methods 
and 1 i s t i n g  the exact cond i t i ons  o f  the t e s t  as per-  
formed. The repo r t  s h a l l  tabu la te  the cor ros ion r a t i n g  
o f  a l  1 t e s t  panels used i n  the t e s t  , and s h a l l  s t a t c  
whether the t e s t  compound i s  considered t o  be acccpt- 
able from a sandivich co r ros ion  standpoint.  

APPENDIX 

RECOMMENDED PAAEL INDENTFICATION 

Test mate r ia l  d i l u t e d  t o  using concentrat ion:  

A-1 2024-T3 tion-cl ad Anodized 

A-2 2024-'C3 A l c l ad  

A-3 7075-T6 Non-clad Anodlzed 

A-4 7075-T6 A lc lad  

Test mate r ia l  i n  concentrated, as-reccived condit ion: 

B-1 2024-T3 Mon-clad Anodlzed 

8-2 2024-T3 A lc lad  

8-3 7075-T3 Non-clad Anodized 

8-4 7075-T3 A lca ld  

Tap U a t c r  Controls 

C- 1 2024-T3 Non-cl ad Anodi t ed  

C-2 2024-T3 A lc lad  

C-3 7075-T6 Non-cl ad Anodized 

C-4 7075-T6 A lc lad  
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18.2 RECOMMENDED TABULAT I O N  OF RESULTS 

I ! I I I I ALLOY 

NOTE : Record p i  t ti ng co r ros i  on separately , i f  present. 

Cond i t i on 

A - D i l u ted  

B - Conccntrate 

18.3 RECOMI-îENDED EXPOSURE SCHEDULE : 

EXPOSURE CONDITIONS 
T IME* TE!4PER/\TURE RELATIVE HUMIDITY 

, C - Synthet ic Tap \ fa ter  

1 

1 8 1 O0 Ambient 

2 16 . 1 O0 95-1 O0 

3 8 1 O0 Ambient 

4 16 1 O0 95-100 

5 8 1 O0 h b i e n t  

6 16 1 O 0  95-100 

7 8 1 O0 Ambi en t 

8 16 1 O0 95-100 

9 8 100 Ambient 

10 64 1 O0 95-100 , 

*Total  t e s t f n g  tirne i s  168 hours 

2 

Imricrsion Corrosion Test :  The average weight loss  o f  four metal 
specimns s h a n  no t  exceed c i t h e r  3 mg f o r  321 CRES, 100 mg f o r  
1020 s tee l ,  10 mg f o r  2024-T3 aluninum and 8 mg f o r  7075-T6 
aiumlnum o r  greater  than t h a t  o f  the tap water con t ro i  specimens, 
when tes ted  as fo l lows: 

3 4 ,  
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(1) Three 1 X 2 X 0.040 inch panels fo r  each o f  the f o l l w i n g  
four  t e s t  alloys shal l  be prepared: \, 

( a )  321 CRES 
(b) 1020 Steel 

( c )  2024-73 Alcl ad   lu mi num' (QQ-A-250/5 Teap T3) 

(d) 7075-T6 Alclad Aluminum (QQ-A-250/13 Temp T6) 

The m t a l  speclmens shal l  be cleaned i n  acetone, allowed to  
dry and accurately welghed. 

(2) The wcighed specimens sha l l  be t o t a l l y  imersed i n  100 ml 
of the cornpound a t the recomended concentration. Tap watcr 
and deionized water controls sha l l  a l so  be included. The 
panels shal l  rerain immersed in the solutions fo r  30 days 
a t  room temperature. 

(3) A t  30 days the panels shal l  be removed, cleancd, weighed 
and wci g h t  loss calculated. The fol lowing cleaning procc- 
dure to  rcmove corrosion products a f t e r  exposure shal l  be 
used: 

Steel 

1. 20% NaOH + zinc dust  a t  100°C f o r  5 minutes. 
2. Rinse in tap'water.  

3. Rinse i n  deionlzed water. 

4. Dry. 

Stainless  Steel 
1. 10% tiN03 a t  60°C unt i l  clean. 
2. Rinse in tap watcr. 

3. Rinse in deionized water. 
4. Dry. 

Al umi nun A l  1 oys 

1. 2% K2Cr207 + 5% H3PO4 a t  80°C f o r  10 minutes. 

2. Rime in tap water. O 

3. 70% Htf03 a t  ambient f o r  2 minutes. 

4. Rinse i n  tap water. 
5. Rinse ln deionlzed na te r  

6. Dry. 
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( 4 )  Report wclght loss i n  m i  l l l g rams , notc the prcsence o f  
p i t t i n g  and dcpth o f  deepest p i t ,  and descr ibc any cor ros ion  
produc t s  . 

4. Chcmi ca l  and Envi ronmental Proper t ies  

Because the environmental standard diffirs froni one arca t o  the next ,  
and s tmdards f o r  waste water e f f l u e n t s  arc continua1 l y  be ing rev ised,  
i t i s  up to  the concerned p a r t y  t o  meet the wastc water e f f l u e n t  
standards f o r  tha t p a r t  o f  the wor ld  i n  which he i s  opcrat ing.  

The pH o f  the compound a t  the recomnended concent ra t ion s h a l l  be 
measured using a standard electrometer (pH meter).  Also, the I 

d i l u t i o n  f ac to r  neccssary t o  b r i n g  the pH o f  the  t e s t  compound 
w i  t h i n  0.5 pH u n i t s  o f  the d i l u e n t  used ( t ap  watcr )  s h a l l  be 
rcported. 

Tota l  Alkal  i n i  t y  ( o r  Ac id i  t y )  

Tota l  a l k a l  in! t y  ( o r  a c i d i  t y  i f  sppl  i cab l c )  as ppm CaC03 s h a l l  bc 
determlned by the e l ec t romc t r i c  t i t r a t i o n  nicthod (Standard 
Methods, 1571, 13th Edi t i o n ,  American Pub1 l c  Heal t h  Associat ion,  I 

page 370). 

( c )  Chemical Oxygcn Demand 

Chemical oxygcn demand o f  the compound a t  thc  recorriicnded conccn- 
t r a t i o n  sha l l  bc mcasured by the dichromate r e f l u x  method 
(Standard Methods , 1971 , page 495). 

(d) B i  o loq i  ca l  Oxygen Dcmand 

Five day, 20°C b i o l o g i c a l  oxygen dcmand sha l l  bc determincd 
according t o  Standard Methods, 1971, page 433 us ing f i l t c r c d  
raw senage seed. 

( e )  Tota l  Inorganic Phosphate 

To ta l  inorganic phosphates of the compound a t  the recorrmnded 
concentrat ior i  s h a l l  be m-asured by the stannous c h l o r i d c  o r  
ascorbic ac i d  method (Standard Methods, 1371, pagc 530 and 532) .. 

, ( f )  Phenols 

Phenols l n  the compound a t  the recomncnded concent ra t ion s t i a l l  be 
measured by f i r s t  d i s t i l l i n g  500 ml o f  saniplc f o l l o r ~ c d  by 
ch1 oroform ex t rac t i on  method us ing 4-amlnoantipyrinc (Standard 
Mcthods, 1971, pagc 502). 
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G.  4. (Contlnued) 

(9 )  Hcavy Metals 

Heavy mctals such as chrornium, copper, cadmium, r n c r c ~ ~ ~ ,  nickel , 
s i l v e r  and zinc ( i f . u s c d  as  a cons t i t ucn t  o f  ingredient  of the  
compound) shal 1 be measured a t  the  reconmended concentrat ion 
according t o  Standard Mcthods, 1971. (See' para. I4 - re fc rences ) .  

5. Microbiological Evaluation ( G e n i c i d a l  ~ c t i v i  t y l  
Antlmicrobial Activi ty - Growth Curve 

The conpound when tes ted  as described belon sha l i  meet the 
following requlrenents:  

) Time For 2 K i 1 1  o r  Reduction 

Cornpound 
/ - lA6Jir . 3 Hr. 24 H r .  72 Hr. 

I ' 
Undi 1 u tc :  SPC - 700% - 

MPN 93.8752 - - 
1:2 - 100% - 
Di l u t i on :  

1:5  SPC 
Df l u t ion :  

1 :10 SPC 
Dl lut lon:  

- 24 - 72 hrs .  sha11 
show loss of inh ib l -  
t ion  and  an increasc  
in  growth curve 

SPC - Standard p l a t e  count 
MPIY - Most probable numbcr f o r  col i f o r m s  

( 1  The compound a t  the rccormiicnded concentrat ion (prime charge) , 
2nd a t  1:2, 1:5 and 1:10 d i l u t i o n s  sh 11 be prcpared in f r c sh  3 raw scwagc containing g r e a t c r  than 10 organisnis/ml. A 
control  c ~ n t a i n i n g  raw sewage w i  thout  t es t  conipound shal 1 
a l s o  bè included. 

( 2 )  The t c z t  so lu t ions  sha l l  bc incubated a t  35 - 37°C for 72 i 

hours with ag i t a t i on  only p r i o r  t o  sampling f o r  p la te  
coun t s .  
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G .  5. ( a )  ( ~ o n t l n u e d )  

Microbiological popui a t l ons  of the  t e s t  s o l u t ~ o n s  s h a l l  be 
mide a t  O ,  1 ,  2, 3,  6 ,  24, 48 and 72 hour I n t e rva l s  using 
s e r i a l  d i l u t i on  - standard p l a t e  count rnethods (Standard 
Nethods, 1971, page 660). The p l a t i ng  mcdiun sl ial l  be 
Trypticase Soy Agar ( B B L )  or Tryptone Glucose Yeast Ext rac t  
Agar (Difco). Al1 the p l a t e s  s h a l l  be incubated a t  33 - 37°C 
f o r  two days before the colonies  a r e  counted. 

Total  col i  forni count sha l l  be measured on thc undil uted 
compound according t o  Standard Nethods, 1971, page 664 
using lac tose  broth. Tubes in  t r i p :  i c a t e  sha l l  be inocu- 
l a t ed  with 10.0, 1.0 and 0.1 ml of the t e s t  so lu t ion .  The 
l ac tose  broth i s  incubated a t  3S°C f o r  48 hours and most 
probable nunber (HPN) of col  iform bac t e r i a  per 100 ml of 
sample sha l l  be reported.  

The standard p la te  count i-esults  of the control  , undiluted 
and d i lu ted  samples of thc  cornpound s h a l l  bc rcportcd i n  
organisns per m l l l i l i t e r  a t  O ,  1 ,  2 ,  3 ,  6 ,  2 4 ,  48 and 72 
hours. Thesc r c su l t s  sha l l  a l s o  bê p lo t t ed  out on graph 
papcr. The colifonn count (I4PfI) sha l l  be rcportcd as  
col  i f c m  bactcr la  pcr 100 m i  11 i l i  t c r s  of ssrriplc f o r  the 
undi 1 liccd compound and the control  a t  O ,  1  , 2 ,  3 ,  6 ,  2 4 ,  
48 and 72 hours. 

( b )  Rcpeated Orqanic Loading Test  

The  compound a t  the recorrsiicnded concentra t ion cxposcd t o  rcpeated 
loading of crganic w a ~ t c  u p  t o  a d i l u t i o n  of 1: 5 with raw sewagc 
s h a l l  be able  t o  control the growth of t o t a l  microryanisnic; and 
co l  iforms associated w i  t h  fecal  niat ter  and u r ine  whi l e  a 1 : 10 
d i l u t i o n  sha l l  r e s u l t  in loss  of i nh ib i t i on  when t c s t ed  as 
f o l  lows: 

( 1  ) The compound a t  the rccomncnded conccntra t i  on (p r i nc  charqe) 
s h a l l  bc prcpared in t a p  water .  A t ap  watcr control  sha l l  
a l s o  Se prcparcd. A t  timc zero ,  100 ni1 of ft-c;ti r a w  s e w ~ g 2  
i s added t o  200 nl of the compound (1  : 1 .5 di 1 . ) and the t ap  
water  control .  Aftcr  a l i quo t s  a r e  rcmoved f o r  rnicrobio- 
log ica l  analys is  the  sample and contrsol sha l l  bc incubated 
on a shaker a t  3 5 O C  during t h e  1 1/2 hour durat ion of the  
t e s t .  

A t  15 minutes, 100 m l  of raw sewage and a t  30 minutes, 600 
ml of raw sewa c a r c  addcd t o  the somple and control  ( t o t a l  
volume 1000 ml 3 . A t  30 minutes, the sarnple i s  dividcd i n t o  
two cquai port ions,  500 mi edch, and a t  45 minutes, 500 ml 
of rnw sewagc i s  added t o  only one of these  port ions.  
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( 2 )  Standard p l a t e  counts of the samplc and con t ro l s  s h a l l  be 
madc a t  time 0 ,  15, 30, 4 5 ,  60, 75 and 90 rninutcs:. Standard 
p la te  counts sha l l  bc made using Trypticase Soy Agar o r  
Tryptoric Glucose Yeas t Extrac t Agar and Sabouraud' s Agar 
(Difco o r  E B L )  as  dcscribed in  Section 5 ( a ) ( 3 ) .  Total 
coliform count sha l l  be madc a t  time 0 ,  30, 60 and 99 
minutes as  describcd in  Sccti.on 5 ( a ) ( 4 ) .  

( 3 )  An out;iiie of the t e s t  sclieme i s  presented below: 

Time (Min.): - O 
I 

15 - I 
30 - 45 

I - 

( 4 )  The i n i t i a l  p l a t e  count and col i form count a t  t i n e  zero necd 
only be doric on thc ' t a ?  w t e r  control  . To coriipensatc fo r  
thc in1 t i a l  al  iquots n i  thdrawn f o r  niicrobial analys i: , 220 
ml of t a p  water and 110 ml of raw sewage sha l l  be uscd. 

6. - Odor Evaluatlon 

The  compound a t  the recorrrnendcd concentra t ion and d i l u t cd  1 : s  with raw 
sewagc sha l l  s t i l l  n ~ s k  t h e  odor of feca l  matcr ia l  and ur ine  followirig 
the n i c r o b l o l o g l c ~ l  cvdluation.  Using the  s c w ~ g e  controls  as  4 +  r s t i n g ,  
r a t e  a i l  the samplcs u p t o  the 1:10 d i l u t i o n  according t o  the  following: 

4+ = Vcry s t rong odor 
3+ = Strong odor 
2+ = tlodcrate odor 

.- / 1+ = S l i g h t  odor 
+ = Vcry s l i g h t  odor 
O = 140 presence of odor 

11. Refcrenccs 

Standard llcthods For thc  Examina t ion  of Water and Was tewaters ,  
13th Edl t i on ,  1971 
Amersican Pub1 i c  Heal th Associat ion,  
Ncw York, N.Y. 10015 

W. Q.  O. Methods For Clicmical Analyses of Watcr and Wastes, 
April 1971 
Envl ronmental Protect l  on Agency Water Qual i t y  Off ice  
Arialytlcal Qual 1 ty  Cor,trol Labord tory  
Clnstnnatf ,  Ohio 45202 
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SUPPLIER PRODUCT NUMBER NOMENCLATURE 

F o r t  Howard 
F o r t  Howard 
F o r t  Howard 
Dixie/Maratho 1 n 
F o r t  Howard 
Di  x i  e/Mara thon 
Georg ia-Pac i f ic  

Fac ia l  Tissue 
S ing le  P l y  T o i l e t  Tissue 
Double P l y  T o i l e t  Tissue 
Double P l y  T o i l e t  Tissue 
C - Fold Towel 
C - Fold Towel 
C - Fold Towel 

For p r i ce ,  a v a i l a b i l i t y  and/or techn ica l  i n fo rmat ion  regard ing t h e  above, 
please con tac t  the  f o l l ow ing  appropr ia te  supp l ie r :  

F o r t  Howard Paper Company 
P. O. Box 130 
Green Bay, Wisconsin 54305 

Dixie/Marathon 
Box 3400 
American Lane 2A5 
Greenwich, Connecticut 06830 

Georgia-Paci f ic  Corporat ion 
320 Post Road 
Darien, Connecticut 06820 

Very t r u l y  yours, 

I 

Product Support 
DC-8 Programs DC-9 Programs DC-1 O Programs 1 
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2 DOMAINE D'APPLICATION 

II est rappelé qu'une activité bactéricide est la propriété d'un produit qui tue les bactéries dans des conditions 
définies (NF T 72-101). Cette définition est limitative : tout d'abord il n'y est questionque de bactéries, sous 
forme végétative, non de spores bactériennes, ni de champignons, ni de virus. En outre, elle précise que les 
conditions de I'activité bactéricide doivent 6tre définies. 

2.1 LA PRESENTE NORME EST APPLICABLE DANS LES CONDITIONS SUIVANTES : 

2.1.1 La méthode décrite est destinée principalement 9 déterminer l'activité bactéricide de formulations 
commerciales, mais elle peut. 8 fortiori, ëtre appliquée B des substances utilisées en tant que matiéresactives. 

2.1.2 Le produit essayé est destiné a ëtre utilisé sous forme liquide et doit ëtre soluble ou miscible 9 I'eau 
aux concentrations d'essai. 

1.3 La présente norme ne s'applique quaux antiseptiques ou désinfectants dont l'activité bactéricide 
, ~t &re neutralisée en suivant le mode opératoire décrit dans l'essai préliminaire. 

2.1.4 Les conditions définies dans la présente norme évitent dans la mesure du possible que des substances 
étrangéres (matiéres organiques par exemple) interférent dans la réaction entre.le produit essayé et les 
bactéries. II est cependant possible de déterminer selon un protocole semblable I'activité bactéricide du 
produit en présence de substances interférentes dans les conditions qui font l'objet de la norme NF T 72-1 70. 

2.1.5 Les souches de bactéries choisies correspondent B un éventail représentatif des populations 
bactériennes : elles permettent donc de définir une activité bactéricide minimale. 

D'autres espèces bactériennes peuvent Atre utilisées selon le  méme protocole, mais uniquement en  
complément des 5 souches de référence. .+ 

2.2 Par la présente norme on ne peut déterminer l'activité bactéricide d'un produit B une concentration de 
100 % (une certaine dilution est toujours nécessaire par l'apport de I'inoculum). Dans l e  cas d'antiseptiques 

dbsinfectants utilisables sans dilution, on peut determiner si  ces produits B une concentration de 90 % 
.a % d'inoculum) ou de 50 % ont une activité bactericide conforme B la définition du chapitre 4. 

méthodes de détermination de l*activité bactéricide des produits liquides pour lesquels aucun neutralisant 
n est connu, font l'objet de la norme NF T 72-1 51. Les méthodes de déterminationde I'activité antibactérienne 
pour la  décontamination des surfaces font I'objet de la norme NF T 72~190. Les méthodes de déterminationde 
l'activité antibactérienne des produits utilises autrement qu'B I'btat liquide feront l'objet d'une normalisation 
ultérieure. 

3 REFERENCES 

NF T 72-101 Antiseptiques et désinfectants - Vocabulaire. 

NF T 72-1 51 Antiseptiques et desinfectants utilisés 9 I'iotat liquide, miscibles B I'eau - Determination de 
l'activité bactéricide (Méthode par filtration sur membranes). 

NF T 72-170 Antiseptiques et désinfectants utilisés 9 l'état liquide. miscibles 8 l'eau et neutralisables - 
Détermination de l'activité bactéricide en présence de substances interferentes definies 
(méthode par dilution-neutralisation). 

NF T 72-190 -Désinfectants utilisés B l'état liquide -miscibles A I'eau - Détermination de l'activité 
antibactérienne pour la décontamination des surfaces (méthode des porte-germes). 



Produit ou procédé ayant la propriété de tuer les bactéries dans des conditions definies. (Si le produit ou le 
procédé est sélectif, vis-&-vis d'une espltce bactérienne. ceci doit ëtre precisé) (1). 

Détermination de la concentration minimale 8 laquelle ce produit est capable de réduire d'au moins 1CF fois 
le nombre de cellules vivantes appartenant & des souches déterminées de Sespéces bactériennes. en 5 min de 
contact. 

5 PRINCIPE 

5.1 ESSAI PRÉLIMINAIRE 

O Recherche du neutralisant le mieux adapte pour l'application de la présente norme. 

Mise en contact des 5 suspensions bactériennes pendant 5 min 9 une température de 21 OC avec différents 
mélanges comprenant un neutralisant et le produit 8 essayer. 

Dénombrements des colonies dans ces mélanges aprbs ce contact, ainsi que dans une série témoin réalisée 
dans les mémes conditions, mais comprenant un dgal volume d'eau distillde stérile & la place du produit. 

5.2 ESSAI PROPREMENT DIT .& 

Mise en contact de 5 suspensions bactériennes pendant 5 min B une temperature de 21 OC avec différentes 
concentrations du produit. Dénombrement des colonies sur des dilutions de suspensions bactériennes avant 
et aprbs mise en contact, et dans ce dernier cas aprbs neutralisation de l'activité antibactérienne. 

6 SOUCHES 

6.1 SOUCHES DE RCFÉRENCE 

Cinq souches doivent être utilisees pour ces essais. On peut se les procurer auprés de la Collection Nationale 
de Cultures de Microorganismes (CNCM)ou auprksd'autres Instituts spécialis6s (par exemple I'American Type 
Culture Collection) (ATCC). 

6.1.1 Pseudomonas seruginosa CNCM A 22, 

6.1.2 Escherichla coliCNCM 54 127 (ATCC 10 536.J. 

Staphylococcus aureus souche M o r d  CNCM 53 1 54 (ATCC 9 144. ...), 

Streptococcus faecalis CNCM 5 855 (ATCC 10 541. ...), 

~ ~ c o b a c t e r i u h  smegmatis CNCM 7 326. 

(1) Selon NF 7 72- 101. 



6.2 CULTURE DES SOUCHES 

Ces souches doivent 6tre utilisées a p r h  3 repiquages successifs sur le milieu gélosé (7.2)dans les conditions 
suivantes : 

Souche 

6.1.1 
6.1.2 
6.1.3 
6.1.4 
6.1.5 

- 

Intervalle entre 
2 repiquages l Temperature d'incubation 

7 MILIEUX DE CULTURE ET REACTIFS DIVERS 

Pour ameliorer l'uniformité des rdsultats. il est recommandé d'utiliser pour la préparation des milieux de 
culture et du  diluant, des composants de base déshydrates et des produits chimiques de qualit6 analytique. 

C'eau utilisee doit &re de l'eau distillée, (et non de I'eau simplement demigbralisée), exempte de substances 
toxiques ou inhibitrices pour les microorganismes. 

7.1 GELOSE POUR DENOMBREMENT 

7.1.1 Composition 

Extrait de levure deshydraté - - - - - - . -  2.5 g 

Twptone (1) 5.0 g 

C ;ose - ............................................................ - 1 ,O g 

..... Amr-agar en poudre - .......................................... 12  9 18 g selon les propriéth gelifiantes du produit. 

7.1.2 Réparation 

Dissoudre dans I'eau 9 I'Rbullition, les composants ou le milieu complet dbshydraté. Si n6cessaire. ajuster 
le pH de sorte qu'aprbs sterilisation il soit de 7,2 f 0.2 B 20°C (mesure effectuee 9 45OC avec une correction 
de temperature). 

Répartir le milieu dans des tubes essais 9 raison de 15 m l  par tube ou dans des flacons ne depassant pas 
500 ml B raison d'environ la moitié du volume des flacons. 

Stériliser 9 l'autoclave 9 121 OC f 1 OC pendant 2 0  min. - 
. *- 

Avant de commencer l'essai, afin d'éviter toute attent? au moment de couler la gélose, faire fondre complbte- 
ment le milieu dans un bain d'eau bouillante. Refroidir 9 45%-480C.dans un baind'eau dont la temperature 
e n  réglée dans cette zone de temperature. 

l1) Ce terme n'est actuellement utilisé que par certains producteurs de milieux. toute autre peptone 
trypsique de caséine peul erre utilisée selon les prescriptions du fabricant. 



7.2.1 Composition . . 
Tryptone (1) ... ........................................................................ 15,O g 

................................ Peptone de soja - 5.0 g 
Chlorure de sodium 5.0 g 

........... Agar-agar en poudre 12 à 18 g selon les propriétés gélifiantes du produit. 

Eau , . - - -  1 000 m l  

7.2.2 Préparation 

Opérer comme pour la gélose pour dénombrement. mais répartir en  tubes à raison de 8 ml par tube ou en 
flacons bouches de dimensions appropriées. Stériliser 9 l'autoclave. Au sortir de l'autoclave, maintenir les 
tubes en position inclinCe jusqu'à complet refroidissement. 

7.3 DILUANT DES SUSPENSIONS BAC~RIENNES 

C j 7.3.1 Composition 

Dissoudre les composants dans l'eau 9 l'ébullition. Ajuster 1-H de sorte qu'aprbs stérilisation, il soit de 
7.2 f 0.2 9 20 OC. 

RCpartir le diluant dans des fioles de 150 ml, raison de 100 m l  par fiole. 

Stériliser B l'autoclave à 121 O C  f 1 O C  pendant 20 min. 

A partir des fioles de diluant, et juste avant de préparer les dilutions des suspensions bactériennes, introduire 
dans des tubes à essais stériles, 9 m l  f 0,1 m l  de diluant par tube. 

7.4 NEUTRALISANT 

Le neutralisant le plusconvenable pour chaque produit est choisi an fonction des résultats de l'essai 
préliminaire. 

Le neutralisant doit etre stérile. 

8 APPAREILLAGE ET VERRERIE 
.- 

Matériel courant de laboratoire et notamment : 

8.1 APPAREILLAGE 

- Autoclave, four Pasteur et dispositif de filtration avec membranes filtrantes stéri l ides h pores 
de 0.45 pm etc., pour stérilisation de la verrerie, des milieux. etc. 

- Étuve bact&iologique, si possible ventilée, B 37 OC f 1 OC. 

- Bain d'eau à I'Abullition. c, 
(1) Ce terme n'est actuel/ement utilisd que par certains producteurs de milieux. toute autre peptone 

trypsique de caséine peut Ptre utilisde selon les prescriplions du fabricant. 
0 



Bain d'eau rRgl6 9 45 O C  - 48 O C .  

Bain d'eau rRglé 9 21 O C  i 1 O C .  

Balance analytique. . . 
Agitateur produisant une agitation de type vortex. 

pH-mhtre. 

Spectrophotomhtre Rquipé d'un monochromateur réglé sur la longueur d'onde de 620 nm f 20 nm ou 
photomètre équipé d'un filtre centre sur cette valeur. 

Chronomètre. 

8.2 VERRERIE 

- Tubes B essai 18 ou 20, NF B 35-017. 

- Boîtes de Petri. NF B 35-204. 

- Fioles coniques, NF B 35-008, bouchées au coton carde. 

- Flacons B bouchon 9 visser, de contenances diverses. 

- St6rilisation sèche 9 170 O C  au moins, pendant 1 h minimum. 

- Stdrilisation humide 9 121 O C  f 1 O C ,  pendant 20 min minimum. 

- Stbrilisation par filtration sur des membranes ayant des pores de 0.45 Pm. 

r'r- 

9 ESSAI PRÉLIMINAIRE 

9.1 PRÉPARATION DES SUSPENSIONS BAC~RIENNES 

. ,.l Souches6.1.1 ib6.1.4 

r vendre sur le milieu de culture les souches (6.1.1 9 6.1.4) cultivées comme en 6.2 en les Rmulsionnant 
t...*ment dans le diluant (7.3) 9 l'aide de billes en verre stériles de 3 9 4 mm de diamètre. 

Rélever aseptiquement un volume défini de la suspension et ajuster son absorbance au moyen du diluant 
(7.3) au spenrophotométre ou au photomhre de façon 9 obtenir 9 620 nm f 20 nm et en cuves de 10 mm de 
parcours optique une valeur comprise entre 0,14 et 0.1 9 (1) pour les souches 6.1.1 et 6.1.2, entre 0.1 6 et 
0.20 (1) pour la souche 6.1.3 et entre 0.19 et 0.25 (1) pour la souche 6.1.4. La suspension ajustRe doit contenir 
entre 1 X 10B et 3 X 10s cellules par millilitre. 

Réparer aseptiquement I'inoculum en diluant la suspension bacterienne en fonction du résultat obtenu 9 
l'alinéa ci-dessus. 

9.1.2 Souche 6.1.6 

Humecter dans la fiole conique les billes en verre stériles avec 2 ou 3 gouttes d'eau dist i l lk  stérile. 

Prélever la culture de'mycobactéries sur milieu solide 9 l'anse et déposer les cellules au sein des billes en 
uerre. On peut, en fonction de la densité cellulaire cherch&, effectuer 5 ou 6 prélévements. 

Agiter par rotations assez rapides pendant environ 3 min. 

Ajouter un volume d'eau supRrieur de 4 9 5 ml au volume désiré. 

Il) . Si l'on rencontre des difficult&s B rester dans les limites fixdes. il peut étre recommande de se procurer B 
nouveau les souches. 



. - ( Agiter (2 3 rotations). Laisser reposer 3 B 5 min. 

A l'aide d'une pipette de volume suffisant, prblever en une seule fois le surnageant en évitant d'effleurer les 
billes en verre et de remettre en suspension les dépôts cellulaires. . 
Préparer aseptiquement I'inoculum comme en 9.1.1 en ajustant I'absorbance B une valeur comprise entre 
0.18 et 0.35 (1). La suspension ajustée doit contenir entre 1 X 10B et 3 X 108 cellules par millilitre. 

9.2 DENOMBREMENT DES BACERIES DANS LA SUSPENSION 

9.2.1 Diluer les suspensions ajustées préparées en 9.1 B l'aide du diluant (7.3)en changeant de pipette à 
chaque dilution de façon à ce qu'elles contiennent de 2 X 1W B 6 X 10J cellules par millilitre. 

9.2.2 Placer les suspensions ainsi préparées au bain d'eau à 21 OC f 1 OC. 

9.2.3 Diluer 1 m l  de suspension dans 19 ml de diluant (7.3). Effectuer un dénombrement de contrôle en 
prélevant aprés agitation 2 fois 1 m l  de chacune des suspensions ainsi diluées et en les incorporant respecti- 
vement 15 ml de gélose pour dénombrement (7.1) coulés en boite de Petri. Après solidification retourner les 
boîtes et les placer à I'incubateur. 

9.3 ESSAI DES DIFFÉRENTS NEUTRALISANTS 

9.3.1 Pour chacune des 5 souches, répartir en double à raison de 9 m l  par tube les diffbrents neutralisants 
soumis aux essais, préalablement stérilisés dont une liste non limitative est donnée en annexe B. 

9.3.2 Ajouter dans l'une des deux séries préparées en 9.3.1 (série témoin) 0.5 ml d'eau distillée stérile. 
Agiter. 

R a  

9.3.3 Selon le degré d'activité. présumée du produit, priparer en eau distillée stérile ou dans le diluant 
prdconisé par le fabricant pour le produit, 5 tubes d'une dilution qui corresponde si possible B 20 fois la 
concentration maximale prbvue pour les essais vis-B-vis de chacune des 5 souches. Sinon voir 9.3.7. 

9.3.4 Ajouter dans l'autre série 0,5 ml de la dilution du produit B essayer correspondant B une souche 
definie (serie essai préliminaire). Agiter. Laisser en contact 10 min au maximum. 

9.3.5 Introduire dans chacun des tubes de la série t imo in  (9.3.2) et de la série d'essai préliminaire (9.3.4). 
en  évitant soigneusement la partie suphrieure des parois du tube, 0.5 ml de la suspension bacthrienne 

. préparée en 9.2.1 et correspondant B la souche définie en 9.3.4. Déclencher un chronombre des le début de 
l'addition, et effectuer une agitation de type vortex de quelques secondes (3 11 5 s) immédiatement apres la f in 
de l'addition. Laisser e n  contact au bain d'eau à 21 OC i 1 OC pendant 5 min  f 5 s trhs exactement. -. 

9.3.6 À la fin du temps de contact, et tres rapidement, effectuer une agitation de type vortex, prélever 2 fois 
1 ml  de mélange, les transférer respectivement dans une boite de Petri, et  les incorporer B 15 ml de milieu 
gélosé en surfusion h 45 OC. &rés solidification, retourner les boîtes et les placer B I'incubateur. 

9.3.7 Tout schema expérimental permettant la mise en présence d u  produit B essayer B la concentration 
désirée, du neutralisant B sa concentration d'utilisation et de 1 B 3 X 1W cellules par millilitre peut &re utilisé. 

Exemple : - 2 ml de produit B 5 fois la concentration maximale prévue pour les essais, 
- 4.5 ml de neutralisant B double concentration, 

- 0.5 ml k e  suspension bactérienne, 

- . 3 m l  d'eau distillbe stérile. 

C! 
(1) Si /'on rencontre des difficultés i3 rester dans les limites fixées. il peut être recommandt! de se procurer 

i3 nouveau les souches. 



9.4 INCUBATION 

Incuber les boites correspondant aux dénombrements de contrble (9.2.3) et B ceux des mélanges témoins et 
essais (9.3.6) couvercle en dessous, pendant : 

- 4 8 h B  37OCf 1 O C  pour lessouches 6.1.1 B 6.1.4. 
- 7 jours k 37 O C  i 1 O C  pour la souche 6.1.5. 

9.5 LECTURE 

9.5.1 Dénombrer les colonies 'apparues B partir des boites (9.2.3) et rapporter le résultat en nombre de 
bactéries par millilitre. 

9.5.2 Dénombrer les colonies &I partir des boites (9.3.6) pour la série d'essais (n; et n; ) et pour la serie 
témoin (N; et 6 ). Calculer les moyennes correspondantes n* et N'. 

9.6 CHOIX D U  NEUTRALISANT 

9.6.1 Vérifier que le résultat obtenu en 9.5.1 correspond B une suspension bactérienne titrant de 
2 X 101 9 6 X 103 cellules par millilitre. \ 

9.6.2 Noter les neutralisants qui pour chacune des 5 souches sont tels que 5 0  % au moins des cellules 
bactériennes soient protégées de l'action bactéricide du produit par le neutralisant, soit : 

n e >  0.5 N' . . 
où : 

n' et IV' sont définis en 9.5. c 

9.6.3 Retenir parmi ceux-ci, pour la détermination de l'activité bactéricide, le neutralisant le plus actif pour 
chaque souche et noter la concentration du produit B essayer pour laquelle ce résultat est obtenu. Le 
neutralisant peut être considéré comme valable pour les concentrations bactéricides, déterminées lors de 
I*f %i proprement dit, qui n'excèdent pas 10 fois cette concentration. 

10 ESSAI PROPREMENT DIT 

10.1 PRÉPARATION DES SUSPENSIONS BACTÉRIENNES 

Réparer le jour de l'essai les suspensions bactériennes comme indiqué au paragraphe 9.1. 

10.2 DENOMBREMENT DES BACTÉRIES DANS LA SUSPENSION AVANT CONTACT AVEC LE 
PRODUIT SOUMIS A L'ESSAI 

10.2.1 À partir des suspensions ajustées préparées en .JO.1, effectuer des dilutions jusqu'k en 
mnsfdrant 1 ml  de suspensi6n-mère puis des dilutions successives dans des tubes contenant 9 ml de diluant. 

10.2.2 Réaliser ladilhion 10'~~artransfertde 1 ml de la dilution 10'5dans 9 mlde neutralisant retenu (9.6). 

10.2.3 Aprés agitation, B partir de cette dernibre dilution, effectuer 2 prélévements de 1 ml, transférer 
chacun d'eux dans une boîte de Petri, puis les incorporer B 15 B 20 ml  de milieu gélosé (7.1) en surfusion 

45 O C  - 48 O C .  Après solidification, retourner les boites et les placer B l'incubateur. 



10.3.1 Selon le degré d'activité prhsumé du produit soumis 9 l'essai, préparer pour chaque souche bactd- 
rienne essayée, en eau distillée stérile. ou dans le diluant préconisé par le fabricant pour le produit. une 
gamme de 5 dilutions du produit B concentration double de celle que l'on désire mettre effectivement en contact 
avec les bactéries, et dont la valeur médiane correspond, au double de la concentration pr4sumée optimale. 
Placer ces dilutions au bain d'eau 9 21 OC f 1 OC.. . . .  . - .  . . 
10.3.2 lntroduire 1 ml de la suspension bactérienne ajustée (9.1) dans un tube stérile en évitant soigneuse- 
ment la partie supérieure des parois d u  tube. Aprés addition de 4 ml d'eau distillée stérile placer le tube au 
bain d'eau B 21 OC i 1 OC pendant au moins 5 min. Préparer ainsi autant de tubes qu'il y a de dilutions de 
produit 8 essayer et procéder de même pour chacune des 5 souches d'essai. 

10.3.3 Introduire 5 ml de chacune des dilutions du produit dans le tube contenant la suspension bactérienne 
et l'eau distillke. Déclencher un chronomètre dès le début de I'addition, et effectuer une agitation de type 
vortex de quelques secondes (3 à 5 s) immédiatement aprés la f in de l'addition. Laisser en contact au bain 
d'eau 21 O C  f 1 OC pendant 5 min f 5 s exactement. 

10.3.4 À la fin du temps du contact, et trés rapidement, effectuer une agitation de type vortex, prélever 
1 ml de melange et le transférer dans 9 m l  de neutralisant préalablement placé au bain d'eau 9 21 OC f 1 O C .  '' Pour que cet essd soit valable le chronometre ne doit pas indiquer un temps suphrieur 9 6 min B la fin de 
l'opération. 

10.3.5 10 min aprés le transfert dans le neutralisant, prélever par deux fois 1 ml de la préparation pour 
effectuer le dénombrement des survivants comme en 10.2.3. f . -. . ,- . 

10.3.6 A la fin de l'essai mesurer le pH dans les tubes où les bactéries sont resthes en contact pendant 
5 min avec le produit. . c 

10.4 INCUBATION 

Incuber les boîtes correspondant aux dénombrements avant contact avec le produit (10.2.3) et aprbs contact 
avec celui-ci (10.3.5) couvercle en dessous pendant : 

- 48 h 9 37 O C  f 1 OC pour les souches 6.1.1 9 6.1.4. 

- 7 jours 37 OC i 1 OC pour la souche 6.1.5. 

10.5 LECTURE 

10.5.1 Dénombrer les colonies apparues à partir des boites (10.2.3) et noter le résultat N moyenne des 
2 essais effectués. Rapporter ce résultat au nombre de bactéries dans 1 ml d'inoculum pour vérifier que 
celui-ci contenait bien un nombre de cellules par millilitre compris entre f X 10e et 3 X 108. 

10.5.2 Dénombrer les colonies apparues 8 partir des boîtes (10.3.5) et noter le résultat n moyenne des 
2 essais effectués. 

11 EXPRESSION DES RÉSULTATS 

11.1 Rechercher pour chacune des 5 souches bactériennes la concentration minimale en produit pour 
laquelle n est inférieur ou égale à : 

n et N sont définis en 10.5. 



11.2 Vérifier que ces concentrations bactéricides spécifiques du produit sont dans les limites de validité du 
(ou des) neutralisant(s). c'est-A-dire au maximum 1Ofois la concentration mise en œuvre dans l'essai prdlimi- 
naire (9.6.3). Si la validitC du ou des neutralisant(s) n'est pas vérifiée, la valeur indiquée ne correspond pas 

Ce 
8 une concentration bactéricide et il y a lieu de changer de neutralisant et de recommencer les essais. 

11 3 Retenir comme concentration bactéricide la plus forte des concentrations bactéricides déterminées 
en 1 1.1 sous la réserve exprimée en 1 1.2. 

12 PROC~S-VERBAL D'ESSAI 

Le procès-verbal d'essai doit faire référence à la présente norme. II doit indiquer le résultat obtenu et prbciser 
tous les détails nécessaires à l'identification compléte de l'dchantillon du produit soumis9 l'essai, la nature et 
la concentration initiale de la ou des substances actives lorsque celles-ci sont données par le fabricanteet le pH 
dans les tubes ayant permis la décision (c'est-&-dire parmi les tubes 9 essais où les bactéries de chaque souche 

'e produit ont été mis en contact, ceux où il y a eu une destruction supérieure ou égale A 99,999 %des 
bactéries). 

II doit indiquer tous les détails opératoires pour lesquels la norme laisse une possibilité de choix (par exemple 
l'origine des souches : CNCM ou ATCC), tous les détails opératoires non prévus par la norme ainsi que les 
incidents éventuels susceptibles d'avoir agi sur les résultats. 

( -, 

II doit indiquer le ou les neutralisant(s) utilisé(s) et préciser les résultats ayant permis de décider de ce choix. 

II est recommandé de présenter le procès-verbal conformément B l'exemple donné en annexe A. 



ANNEXE A 

EXEMPLE D E  PRCSENTATION E T  D E  REDACTION D'YN PROCES-VERBAL 
D E  DETERMINATION D'ACTIVITÉ BACTER'ICIDE (1) 

(methode par dilution-neutralisation) 

A . l  LABORATOIRE AYANT RÉALISE L'ESSAI 

A.2 IDENTIFICATION COMPLÈTE DE L'ÉCHANTILLON : 

Nom du produit ................................................................................................................................................. 
Fabricant -._-.. - ......................................................................................................... 
Date de réception au laboratoire - ....................................................................... 
Conditions de stockage .............................................................................................. 
Date de l'analyse .- .................................. - ..- ...................................................................... 
Substance(~) active(~) et concentration(~) (facultatif) , .......................................... 

C:: Diluant du produit 
recommandé par le fabricant . ................................................................. 

: Z 
: Y 
: 1980-04-30 
: celles du fabricant 
: 1980-05-1 5 
: non prdcisé 

: néant 

: eau distillbe stCrile 

A.3 . NEUTRALISANT 

A.3.1 Nature .....-...-..--.-...-. ..-.............. ... : lecithine 
-4 ' 

A.3.2 Concentration ,...-.-.,-. -- .....,...,... - : 3%(m/VJ 

Concentrations essayées 
du produit 

Souches. collection d'origine 
e t  numdro dans la collection 

Pseudomonas seruginosa 

CNCM A 22 

Escherichia coli 

CNCM 54  127 

Staphylococcus aureus 

CNCM 53  154 

Streptococcus faecalis 

tNCM 5 855 

Mycobacteriurn smegmatis 

CNCM 7 326 

1 Exprimer les concentrations en en milliémes ou en partiespar miI/ion, en précisant selon le 
cas .. m h . .  V/&' ou m/V. Pour les autres grandeurs. utiliser les unit& du syst&me internafiml (SI). 

*i - 
. # 



'A.3.4 Validité du neutralisant 

Pseudomonas seruginosa ...................................................................................... 

Escherichia coli .............................................................................. ..-..... - ...................... 
........................................................................... .................... Staphylococcus aureus 

S~reprococcus faecalis ................................................................................. - ..................... 
Mycobacierium smegmatis .......................................................................................... 

A.4 ESSAI PROPREMENT DIT 

- - - -- 

n (105.2) 

concentration en pourcentage ( V / V )  
au contact avec les bacteries 

1 Souches, collection d'origine 
1 et numdro dans la collection 

i 
I 
1 

valeur 
comprise 

entre 
1 0 e t  30 

Pseudomonas aeruginosa 

CNCM A 22 

Escherichia coli 

CNCM 54 127 

Smphylococcus aureus 

CNCM 53 154 

Streptococcus faecalis 

CNCM 5 855 

'4ycobacterium smegmatis 

CNCM 7 326 
- 

+ = plus de 300 colonies. 

A.4.2 Concentration bactericide du produit selon NF T 72-150 : 8 % (V/V).  



ANNEXE 8 

LISTE N O N  LIMITATIVE DE NEUTRALISANTS 
DE L~ACTIVITÉ A N T I B A C ~  RIENNE " 

Pour les produits phéniqués 

- Jaune d'œuf frais dilue à 5 % ou B 0,5 % (V/W 

- Préparation contenant 3 % de polysorbate 80 (1) ( V / V )  
0.4 % de lauryl sulfate de sodium (m/V) 
0.3 % de Iécithine (m/V) 

- Préparation contenant 5 % de jaune d'œuf frais (V /V)  
4 % de polysorbate 80 (1) (V/V) 

- Préparation contenant 7 % de condensat d'oxyde d'éthylène sur alcool gras (2) (m/W 
2 % de Iécithine (m/V) 
4 % de polysorbate 80 (1 ) (V/V) 

- Préparation contenant 4 % de condensa1 d'oxyde d'éthylène sur alcool gras (2) (m/V) 

CI 4 % de Iécithine (m/V) 

Pour les aldéhydes 

- Préparation contenant 3 % de polysorbate 80 (1) (V/V) 
0,3 % de lécithine (m/V) 
0.1 % de L - histidine ( m / V )  

- Glycine en fonction de la concentration du produit 

Pour les ammoniums quaternaires Ac 

- Jaune d'œuf frais dilué B 5 % ( W V )  

- Préparation contenant 5 % de jaune d'œuf frais (V/V) 
3 % de polysorbate 80 (1) (V/V) 

- Préparation contenant 3 % de polysorbate 80 (1) (V/V) 
0.3 % d e  lécithine (m/V) 

- Préparation contenant 3 % de condensat d'oxyde d'éthylhe sur alcool gras (2) (m/V) 
2 % de Iécithine (m/V) 

- Préparation contenant 10 % d'une émulsion de phospholipides B 50 mg/ml (m/W 

. Pour les organo-mercuriels et les produits contenant d'autres métaux lourds 

- Thioglycolate de sodium 9 0.05 % o u  0.5 % ( m / V )  

- L - cystéine B 0.08 % ou 0.1 5 % (m/V) 

- Acide thiomalique à 0,075 % (V/V) ramené B pH 7 par l'hydroxyde de sodium 

Pour les dbrivés halogt5nés (hypochlorite, chloramine T, iodophores, etc.) 

- Thiosulfate de sodium B 0.5 % W/V) . - 
Pour les peroxydes 

- Catalase Pour ces deux enzymes, une unité catalyse la d6composition de 1.4 mole de peroxyde 

- Peroxydase . d'hydrogéne par minute B 25 OC B pH 7. . 

(1) Connu sous le nom de marque : 7ween 80. de qualitd analytique et non hydrolyse. 

(2) Par exemple Lubrol W. 



1 - S C ~ C M A  D'ESSAI PRÉLIMINAIRE POUR UNE SOUCHE BACTERIENNE 
ET UN NEUTRALISANT 

Suspension 
bactérienne 
9.1 

Dilutions 
(1 + 9) W/V) 

9.2.1 

Roduit 
b essayer 
9.3.1 

0.5 ml 
9.3.4 ) 

Neutralisent 

Eau distillée 0.5 ml 
stérile 9.3.3 ) 

i I Agitation 
contact 5 min 

Numeration de 
contrble O 
100 a 
300 colonies 

Numeration 
essai O 
Moyenne no = O 
NumCration 
témoin O 

O = diluant 0.3) 
C = concentration maximale 

prhue pour les essais 



2 - SCHEMA D'ESSAI POUR UNE SOUCHE BACTCRIENNE 
ET UNE DILUTION DE PRODUIT 

Suspension 
bactérienne 
9 1 -. - a Dilutions 1 ml 

(1 i 9) (V/V)dilution 

10.2.1 

A 
Produit B 
essayer B 
double 
concentration 
2 C  Eau distillée 

stirile 

O 
Contact 1 0  min 

0.1 C 

D = diluant 17.31 
N = neutralisant (9.6.3) 
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