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Tuesday, September 22, 2011 
 
 
Independent Laboratory Cytotoxic Effects on Marine Mammals Testing:  
  
FreshAWL contracted with TOXIKON (Bedford, MA) in August, 2009 for the purpose of testing 
FreshAWL® FUEL‐WASH™.  
 
The purpose of the study was to determine the biological reactivity of a mammalian monolayer 
cell culture (L929) in response to the test article. The study design was suitable for liquid test 
articles in a variety of shapes (e.g., elastomeric closures, etc.), liquid test articles or extracts. 
The agar layer protects the cells from mechanical damage while allowing the diffusion of 
leachable chemicals from the test article. 
 
The study was conducted based upon the following references: 
 
  2.1 ISO 10993‐5, 2009, Biological Evaluation of Medical Devices – Part 5: Tests for In Vitro 

Cytotoxicity. 
  2.2 ISO 10993‐12, 2007, Biological Evaluation of Medical Devices – Part 12: Sample 

Preparation and Reference Materials. 
  2.3 ISO/IEC 17025, 2005, General Requirements for the Competence of Testing and 

Calibration Laboratories.  
 
Mild biological reactivity (Grade 2) was observed in the L929 mammalian cells at 48 hours 
post exposure to the test article. The observed cellular response obtained from the positive 
control article (Grade 3) and negative control article (Grade 0) confirmed the suitability of the 
test system. Based on the criteria of the protocol, the test article, FUEL‐WASH is considered 
non‐cytotoxic and meets the requirements of the Agar Diffusion Test defined in ISO 10993‐5 
guidelines. 
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