L S 7 " Adoptée :
: . LIGNE DIRECTRICE DE L'OCDE " 12 mai 1981
_ POUR LES ESSAIS DE PRODUITS CHIMIQUES Corr,ge|e 8 Septembrezoog

« Bmdegradablhte dite Intrmseque :
- Essai MITI Modifié (II) » -

1. INTRODUCTION -

Connaissances requlses - B

- Nécessité de dJSposer d'une methode d‘analyse pour le dosage de la substance a exammer dans . )
Iz solution d'essai. : ’

1

= La formule empmque de la substance & exammer est nécessaire pour le calcul de la demande :
théorique en oxygene (DTO). ' :

. nformatlons gén’rale ‘

~ Tisera utile de dlsposer d'mformatlons sur les. proporuons relatlves des principaux composants' ’
. du produit & examiner lors de V'interprétation des résultats obtenus, en particulier dans. les cas
~oti les resultats se situent an vmsmage dela lmute

1 serait utile d'avoir des mformatxons au sujet de la toxicité des produits chlmlques -pour
pouvoir interpréter lés valeurs Afaibles et pour sélectionner les concentrations d'essai
appropriées. : S

'?C'ondi'tion‘s particu'liéres

La methods ne s apphque qu'aux subsmnces orgamques qui, ala concentration utilisée dans.' o
: l‘essax : .

—~ ontune pressmn de vapeur négligeable,
- n'ont pas d'action mhlbltnce sur les bactéries, et ‘
- n entrent pasen contact et ne reaglssent pas avec l'absorbant de-CO,.

Le Groupe d‘Experts Degradatmn/Aocumuiaﬁon de T'OCDE a estimé que cet essai
convenait- pour la détermination de la biodégradabilité dite intrinséque des produits chimiqués
organiques dans des conditions aérobics. Il a fait {'objet d'un conirolc au cours du programme de
comparaison en laboratoire de 'OCDE (19‘78 1980)

. Recommandatlons

“Sila substance 2 examiner nest pas soluble 4 la concentration d'essai, des dasposntlons
particuliéres, telles que la dispersion par uitrasons, pouxront étre prises afin de parvenir & une
dispersion satisfaisante de la substance & examiner.

Les utilisateurs de cette hgne directrice dorvent consulter la préface .
en pamcu!rer les paragraphes 3, 4, 7 €t 8.
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« Blodegradablhte dite Intrmseque :
Essai MITI Modifié (X) »

* ‘Documents de référence

. Cette Ligne directrice est basée sur un décret prescrivant Fessai des nouveaux produits

* chimiques, pris en application de la Loi sur la controle des substances chimiques (Loi n° 117,
1973) (Décret du Pretnier Ministre du Japon, du Ministre de la Santé. Pubhque et du- Mlmstre du ;
Commerce International et de I'Tndustrie, n° 1 (13 _]m]let 1974)) :

o, METHODE

'A. INTRODUCTION, OBIET. PORTEE, PERTINENCE
© APPLICATION ET LIMITES DELESSAI ..

Cet essai a pour but a1 mesure de la demande blochlmlque en oxygene (DBO) et I'analyse
. des produits résiduels, afin d'évaluer la blodégradabillte dite mtnnseque des produits chimiques
- qud, d’apres Ia methodelMITI modlﬁeen(l) possedent un falble mveau de degradablhte ‘ '

. Doflnltlons et -un1tes-'

DBO- B

Po wtage de dégradation = ———2 %100 (% |
Pourcentage de dég _a_-on “Dro (o)
- Pbdréentage de dégradation = Sb,S: S"ﬂjoo"(%)' o

DBO Demande blologlque en oxygene (expemnentale en mg) du compose é exarmner

‘ © mesurée sur la courbe DBO :

- B ;" Consommation d'oxygéne’ (expérimentale en mg) d'un miilieu de cul;ure de base auquel ‘
' . * estajouté linoculurn, mesurée sur la courbe DBO. ’

DTO  : Demande théorique en. oxygene, (theonque en mg) quand le compose 4 examiner est

) " complétement oxydé.
Sa . : Quantité résiduche . (expenmentale en mg) de composo a l'1ssue de l'essal def
_ - - biodégradabilité. _
8b° -1 Quantité résiduelle (expenmentale en mg) de compose "dans l'essal con(role reahse avec

de l'eaud laquelle seul le composc 4 examiner a &té a_|oute
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. Substance.de référence

~ Lots de I'étude dune nouvelle substance, des substances de référence pourront &tre utiles
dans cerfains cas, bien qu'il soit encore impossible de recommander des substances de référence
. particulidres. Tt est souhaitable dutiliser des substances de’ contrble pour vérifier l'activité de
Tinoculum. A cet effet on utilisera de F'aniline, du benzoate de sodium ou de Facétate de sodium.
Si le taux de dégradation de Faniline, calculé & partir dé la consommation d'oxygéne, ne
dépasse’ pas 40% au bout dune semaine et 65% au bout de ‘deux semaines, P'essai doit &tre

. considéré commie nul.

.« Principe de la méthode

La méthode est fondée sur les principes suivants ©
~ les produits chimiques 2 tester représentent les seules sources de carbone organi@e.'
~ — pas d'adaptation des micro-organismes sur les produits chimiquies & examingr. N

On utilise un appareil de mesure automatisé de la consommation d'oxygene en circuit
fermé. (DBO-métre). On inocule des micro-organismes dans des récipients contenant les produits
chimiques 2 tester. Au cours de Yessai, la demande biochimique en oxygéne est mesurée en
‘continu au moyen dun DBO-métre. La biodégradabilité est calculée sur la base de la DBO et des -
analyses chimiques complémentaires, telles que la mesure de la concentration du- carbone o
organique dissous, la concentration des produits résiduels etc. - '

. Critéres de qualité
- Reproductibilité

La reproductibilit¢ de cette méthode est généralement bonne, spécialement: dans le cas de
produits chimiquies solubles dans I'eau au-dela de. 100 ppm. - - :

Sensibilité

— Consommation doxygéne :  limite de déte_btion'= 1mg (consommation d'oxygéne par les _
: micro-organismes). : : :

- — Analyse chimique : dépend de lé sensibilité des méthodes anal‘ytique.s utilisées.

.
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| Spécg'ﬁ&té _ .
. Appﬁébie g‘t_chaque .tyi:ie d;: 'prédujt chimiquerpo'u.r. lequel Cﬁ./Cau z 1%, |
" Pour les prédlﬁts éhimiques volatils; i;ti_li_ser un Dﬁo-méﬁ'é** médiﬁé. |
Pas;sibflité de normaliéatian | | | .

. Cette methode a &é agréce par le Gouvernement Iapona.ts sous le nom de « Methode o
o d‘essal dela bxodegradablllte des substances chimiques par les micro- orgamsmes ».

Possibilité d 'automatisation

. . L’utlhsatlon d’un DBO Métre** permet enregistrement automathuc de Ia consommatlon :
‘ d‘oxygene par fes'micro- Drgamsmes {en circuit ferme)

. B. MODE OPERATOIRE

.« Préparations
- Appareillage : Un DBO-meétre éqﬁipé de six: flacons de 300.ml.

© Flacon1 - ioeau désidnisée*** +-300 ml + prc'oduit a examiner, 9'-ing '

Flacon 2, 3,4 : : milien de culturc de base, 300 m1+boue actwee 30 mg (en p01ds- :
o ' ,sec)+produ1taexaxguner 9mg _ T

"Flacon 5 ! milien de culture de base 300 m1+boue actlvee 9 r'rig‘--" (en " poids
) - : sec)+anllme 30mg o

Flacon6 - | ' ke milieu de culture de. base 300m1 +boue actwee 30 mg (en po:ds sec)

CE 'C =-conccntmtion '
oW Lc DBO meu'e mod:ﬁé est constitué par un cap:llaxre etun DBO-metrc normal (Voir dcscnptlon i 1'armexe 1)

|k L'eauutlhsae ne doit pas contenir plus de 10 pour cent de carbone orgamque mtrodult parle prodmt a exammer
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Pre’traitement du produit & examiner

Si le composé & examiner n'est pas soluble dans l'eau 2 la concentration desu'ee il devra
étre pu]vense aussi finement que possible.

Si le composé & tester est volatil, il doit &tre refroidi correctement pour prévenir
. I'évaporation, :

Le cas échéant, on procédera & l'identification du produit & examiner, -
' Milieu de culture de base

On prend' 3 ml de chacune des solutions A, B, C, et D, et I'on améne 4 1000 mi de l'cau. .
{On utilise dans tous les cas de I'eau désionisée). . :

Solution A: 21,75 g de phosphate dipotassique, 8,5 g de phosphate monopotassique, 44,6 g de
‘ phosphate disodique, 12 H,O et 1,7 g de chlorure d'ammonium ; dissoudre dans
leau et amener le volume 4 1000'ml. (Le pH de la solution est de 7 2)

- SolutionB: 22,5g de’ sulphate de magnesmm 7HO ; dissoudre dans l'eau et amener a
' 1000 mi.

" Solution C: . 275¢ de-chlome de caleium ; dissoudre dans I'eau ét amener & 1000 ml.
Soluti(.m'D ;- 0,25 g de chlorure feﬁ@e 6H,0; di;soudre dans I'cau et amener & 1000 ml,
Boue activée
Point d‘échantillonnage dés boues : Les ‘boues sont prélévées en principe, dans au moins
dix endroits, répartis dans I'ensemble du pays, en particulier dans les zones o la consommation et

le rejet de divers types de substances chimiques sont importants.

C‘est ainsi que la boue activée normalisée du Centre Japonais de « Biotesting Chimique »’
est un mélange de prélévemcnts effectués dans les emplacements suivants ; °

- Instailatlons de traitement des eaux usdes urbaines : 3 installations localisées au nord, au centre;
et au sud du Japon.

— Instailation de traitement des eaux usées industrielles: une installation utilisée pour le
traitement des eaux usées d'usines chimiques. :
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— Riviére : 3 riviéres situées au nord, au centre et au sud du Japon.
— Lac: un lac situé au centre du Japon.
— Mer : 2 mers intérieures du Japon.

Fréquence d'échantillonnagé des boues : Les boues doivent, en principe, étre prélevees
quatre fois par an, en mars, juin, septembre et décembre.

-Méthodes d'échantillonnage des boues

— EBaux usées urbaines : 1 litre de boue recn'culee dans une installation de traitement des eaux
usées.

— Riviéres, lacs et marais ou mer : 1 litre d'eau de surface et 1 litre de sol prélevé A la surface de
la plage en contact avec 1'atmosphére.

Préparation : Les échantillons de boue prélevés aux points d'échantillonnage sorit mélangés
par agitation dans un seul récipient et on laisse reposer le mélange. Les substances étrangéres qui
flottent 2 la surface sont éliminées et I'on filtre le surnageant & I'aide de papier filtre ne 2. Le filtrat
est ajusté & pH 7+ 1.0 par addltlon de soude ou d'acide phosphonque et transféré dans un bac de
culture et aéré.

Culture : 30 minutes environ aprés avoir arrété l'aération de la solution cbtenue, on élimine

“environ-1/3 du-volume total du surnageant: On ajoute un volume égal d'ime eauusée synthétique 4

0,1%* aux 2/3 restant du surnageant et le mélange est aéré de nouveau. L'opération est répétée une‘
fois par _]01]1‘ La cuIture est réalisée 3 25 £ 20C.

Centrdle : Pour contrdler I'étape de culture, on vérifie les points suivants et on procéde aux
‘ajustements nécessaires : :

~  Aspect du surnageant : le surnageant de la boue activée doit étre clair. '

- Precxpltablhte des boues activées : les boues activées, qui se presentcnt sous l'aspect de 1arges
flocons, doivent avoir une capaclte de preclpitatxon élevée.

~ Ftat de la boue activée : si fon n'observe pas de formation de flocons, on augmente soit le
volume d'eau usée synthétique 3 0,1%, soit la fréquence d'addition de 'ean usée synthétique.

o Eau usée synthétique & 0,1% : on dissout dans un litre d'eau 1 g de glucese, 1 g de peptones et 1 g de phosphate :
~ monopotassique et on ajuste la solution 4 pH 7 0 1.0 par addition dc soude.
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— pH:le pH du sumnageant estde 7.0+ 1.0,
- Températu're': la température de culture dune boue activée est de 25°C  25C, _

—  Adration nécessaire : lors du remplacement du surnageant par I'eau usée synthétique, la
" solution contenue dans le bac de culture doit étre suffisamiment aérée pour que la concentration
en oxygéne dissous de la solution se maintienne au-dessus de 5 ppm.

—. Microflore de 1a boue activée : lorsqu'on observe 1a boue activée au microscope (grossissement
X 100 ~ 400), on doit voir différentes espéces de protozoaires qui accompagnent les flocons.

~ Meélange de boues activées fraiches et anciennes : pour maintenir au méme niveau d'activité les _
boues fraiches et les anciennes, on mélange le filtrat du liquide surnageant d'une boue activée
utilisée effectivement dans I'essai avec un volume égal de filtrat du sumageant d'une boue
activée fraichement collectée et le mélange est mis en culture,

.~ Vérification de l'activité d'une boue activée : on vérifiera périodiquement (au moins une fois
tous les trois mois) l'activité de Ia boue activée au moyen de substances étalons en appliquant

- la méthode indiquée ci-dessous. En cas de mélange d'échantillons de boues activées fraiches et
anciennes, on procédera 4 une vérification soigneuse par rapport  la boue activée ancienne. -

 Exemple de préparation d'échantillons de boue activée et période d'utilisation.

Déc. Jan-v. Févr.

Culture,  Période d'utilisation
Mars Avril Mai

| ~ —1
Mélange, Culture, Période d'utilisation
o ' ' Juin Juillet Aoit

Mélange, Culture, Période d'utilisation
: Sept. Oct. Nov.

Mélange, Culture, Période d'utilisation -

(Le méme schéma de prépafation et d'utilisation est répété). |
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Addition du éompose’ & examiner et préparation de l'essai
On utilise et on porte 2 la température d'essai les récipients suivants :
Un re01plent contenant le milteu de culture de base, auquel on ajoute 30 ppm (poids/volume) .
. du composé & examiner ; on ajuste le pH de cette solution & 7 avant dinoculer la boue
activée, si nécessaire.

Un récipient pour Je contrdle, contenant uniquement le milieu de culture de base.

Un récipient contenant de Veau & faquelle on ajoute' 30 ppm (poids/volﬁme) du composé a
examiner. ' '

Un récipient contenant le milieu de culture de base auquel on ajoute 100 ppm (poids/volume)
d'aniline ou d'autre substance de contrdle.

Ensemencement de la boune activée

On ajoute inoculum aux récipients 1) et 2) ci-dessus de maniére 4 ce que la concentration

de matire en. suspension (100 ppm [v/v]) requise dans la Norme Industrielle Japonaise décrite a :
l'annexe 2 soit atteinte, : '

Dans le cas du récipient 4, la concentration de matiére en suspension est de 30 ppm.

Conditions expérimentales

Concentration des produits & examiner : 30 ppm (poids/volume)

Concentration de la boue activée : 100 ppm (poids/volumé)

Température : 25°C = 2°C

. Périede : de 14 428 jours -

Procéder dans l'obscurité. La temperature et le changement de couleur du contenu du bac de
culture doivent étre vérifiés tous les jours.

- Agiter énergiquement avec-un agitateur meécanique.

Exécution de l'essai.

La courbe DBO est obtenue automatiquement et en continu pendant une période de 14 4 28

jours (voir figure 1)..
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Figure 1 : Courbe de dégradation d'un composé facilement biodégradab]e.

dégradation

g

+ - | ‘ _.
a ' i _ - Temps (jours)

a = période d'adaptation

1 = période de croissance exponertielle .
m = taux.de dégradation maximal

r = niveau de dégradation requis

t = fenétre detemps

Aubout de la période d'essai de 14 4 28 jours, on analyse le pH, les produits résiducls et les
produits intermédiaires dans les récipients. On analyse également les produits 4 examiner dans le
récipient qui ne contient pas de boue activée afin de déterminer s'il s'est produit un changement
quelconque do produit au cours de la période d'essai ou une déperdition quelconqué du produit
original par suite d'évaporation ou d'adsorption par les parois des récipients, etc.

« Movens analvtigues

Si e composé 4 examiner est soluble dans 'eau, on dose également la quantité résiduelle du
carbone organigque total, ' :

(a) Utilisation d'un analyseur-de carbone organique total : on préléve du récipient d'essai 10 ml
de la solution A examiner et on centrifuge 3 3000 g pendant cing minutes. La quantité
résiduelle de carbone organique total dans le liquide surnageant est dosée sur un analyseur de
carbone organique total,
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(b) Utilisation d’autres analyseurs : extraire, au moyen d'un solvant approprié pour le composé 4
analyser, le contenu total dun récipient dlessai et, aprés un traitement approprié,
(concentration par exemple, doser la quantité résiduelle du composé sur un appareil
analyseur (chromatographie en phase gazeuse, spectrométrie d'absorption, spectrométrie de
masse, spectrophotomstrie d'absorption atomique, etc.).

Dans le cas de produits chimiques volatils, le bain de contrble de température du DBO-
métre sera refroidi 4 10°C et cette température sera maintenue pendant au moins 30 min, afin
d'éviter Iévaporation. Les méthodes analytiques (a) et (b) seront alors appliquées.

3. RESULTATS ET RAPPORT

'+ Calcul des résultats

a) Méthode de calcul du pourceﬂtage de dégradation & partir.de la consommation d'oxygéne :

DBO-B

Pouréentage de dégradation = x 100 (%)

DBO : Demande biolégique en oxygeéne (expérimental én mg) du composé' a
examiner, mesurée sur la courbe DBO. | '

B - : Consommation d'oxygéne (expérimental ¢én mg) d'un milieu de culture de base - - -
auquel est ajouté l'inoculum, mesurée sur la courbe DBO.

DTO : Demande théorique en oxygéne (théorique en mg) nécessaire quand Je
composé 4 examiner est complétement oxydé. '

by  Méthode de calcul du taux de dégradation A partir du résultat de l'analyse directe

L .  Sh-Sa .
Taux de dégradation = % x 100 (%)
Sa Quantité résiduelle (expérimental en mg) de composé a l'issue de l'essai de h
' biodégradabilité. ‘
Sb :  Quantité résiduelle moyenne (expérimental en mg) de composé dans les deux

essais controles réalisés avec de l'eau & laquelle seul le composé 4 éxaminer a
été djouté. :
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‘Evaluation des résultats

Calcul de la demande théorique en oxygéne

Elément - Forme oxydé
C Co,
H H,O
N : NO,
S ' 80,

X (halogéne) X

Taix de récupérétion de la méthode analytique.

Rapport

Le rapport doit comprendre les points suivants :

_ Informations sur les produits & examiner

Nom, formule structurale, poids moléculaire, degré de pureté, types d'impuretés,. propriétés
physwo—chlmlques du produit é examiner, données relatives a l'interprétation du spectre du
produit 3 examiner,

Conditions de l'essai

Boue activée : pomt de prelevement et concentration de la boue
Produit 4 examiner : concentration :

" Période d'essai

Température d‘essai _
Meéthode analytique

Prétraitement

Etat des appareils analytiques

Taux de récupération de l'analyse _
Identification des produits intermédiaires

Résultats -

Courbe DBO et déncmination de I'apparell

DBO (mg)

B (mg)

Sa  (mg)

Sb  (mg)

DTO {mg)

Taux de dégradation déterminé & partir de la DBO

Taux de dégradation déterminé par analyse chimique

Chromatogrammes ou spectres des produits chimiques obtenus et utilisés aux fins de I'analyse,

" Remarques
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. Internrétation des résultats

Pour établir une comparalson avec les composés de référence, la bwdegradablllte de la
substance a examiner est classée par rapport ala degradablhte de l‘amhne

Si le taux de degradatxon de l'aniline calculé & partir de la consommat:ion dloxygéne n'est

pas supérieur & 40% au bout d'une semaine et de 65% au bout de deux semaines, l'essai doit étre
considéré comme nul. Sile taux de recuperatlon de Sb se révéle de l'ordre de 10% an moins, F'essai
est egalement considéré comme nul.

Dans-ces conditions, la variation de la consommation d'oxygéne de base peut étre tellement
élevée par rapport. sux conditions -standard que l'évaluation du produit & examiner en cas
dutilisation de la valeur DBO, doit &tre menée avec soin. (Comme la concentration du produit 4
examiner est plus faible, la valeur DBO absolue peut étre relativement plus basse que la valeur
DBO dans les conditions normales}).

4 BIBLIOGRAPHIE

1. Biodegradability and bio-accumulation test of chemical substances (C-5/98/IAP), 1978. .

2 The chemical substances control Jaw in Japan (Chemical Products Safety Division, Basic
Indusu‘ies Bureau, MITI) (C-2/78/JAP), 1978, :

3. The blodegradablhty and bio-accirmulation of new and ex;stmg chemical’ substanccs 5.8 (C-
3/78/ap) 1978. .
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5. ANNEXE

1. PRINCIPE .DE FONCTIONNEMENT DE L'APPAREIL A MESURER LA
CONSOMMATION D'OXYGENE EN CIRCUIT FERME

Le coﬂombmétre est un instrument destiné 4 mesurer électrochimiquement l'oxygéne
consommeé par les micro-organismes. (Coulombmeétrie). :

On trouvera ci-dessous le schéma de fonctionnement de l'appareil. (Dans l'appareil a-
mesurer la DBO modifiée* les parties hachurées des tubes sont & remplacer par des tubes

capillaires). _ .

! Dlsposltlt de

l
|
H
[
: : [contrdle électrolytique |
' lon i
| L P SN !
1 venan: —w
i A 1
1 :u-m =a A i
" o
[ i@ i
[ {
1 Unité l ‘ ;
: d’échantillonage ] Enre_g_;.ls!reur & 6 entréas |
'_f. E ______ o e —— e Bloc d'enregistrement

Bain thermostaté b‘ﬁ

i, [
[—— : A J 1

i @ L ﬁi:gﬂam 1
1 ; . | canstante| |
} i I
1 !
|

I

I

---——--—--mm--—‘

: Allmen-
tation

—d T

Somptaur
. horafre

cIrcail &
@ tengion |, vers \
@ : constanie]  Penregistreur
gl .

Unite- de mesure x 6 Unité de Contrle

. L'échantillon contenu dans le flacon d'incubation (1) est agité au moyen d'un agitateur
magnétique (2). A mesure que la réaction progresse, l'oxygéne dissous dans le liquide est
consommeé. L'oxygéne (O,) contenu dans la partie vide du flacon d'incubation est dissous dans le
liquide, ce qui donne licu 4 un dégagement de CO,.

Le CO, étant absorbé par la chaux sodée 3, la pression partielle d'oxygéne dans la partic
 vide; ainsi que la pression totale diminuent.

*  L'appareil 3 mesurer la DBO est fabriqué par Ohkura Electric Co., Ltd. 1-11-16, Shibuya, Shibuya-ku, Tokyo, Japan,
. (Pour les produits chlmlques volatils, mstal]er un tube capillaire entre chaque récipient d'essai et chaque flacon
d'électrolyse)
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La baisse de pression est détectée et convertic-en signal électrique par un manometre a
électrode (4), tandis que le signal est amplifié par l'amplificateur (5) pour actionner le relais (6) ce
qui provoque la mise en matche du moteur synchrone (8). Simultanément, sous l'action d'un
courant & intensité constante, de l'oxygéne est produit par Félectrolyse d'une solution de cuivre
dans de l'acide su]furique contenue dans le flacon d'électrolyse (7). \

_ Cet oxygéne est envoyé dans le flacon d'incubation et fa remontée de la presswn résultante
est détectée par le manométre, ce qui a pour effet de couper le relais et d'am:ter Iélectrolyse et le
moteur synchrone.

L'espace situé au-dessus du liquide dans le flacon dincubation est maintenu & pression
constante en oxygéne, et la consommation doxygéne dans le flacon d'incubation est
proportionnelle 4 l'oxygéne produit par électrolyse. Cette demiére quantité étant proportionnelle & -
Ia durée d'électrolyse, il en résulte un courant électrolytique constant. En conséquence, 'angle de
rotation du moteur synchrone (9) est transformé en signal mV au moyen dun potentiométre
d'interverrouillage, ce qui se traduit par une indication de la quantité d'oxygéne consommee sur
l'enregistreur (10). ' ' '

2. MATIERES EN SUSPENSION

{(Normes industriefles j japonalses K0102 - 10.2)

Les matiéres en suspension sont celles qui peuvent étre séparées par ﬁltratlon ou par
centrifiigatioit. Leur quantité peut &fre déterininée par une des méthodes exposées ci-aprés. En cas
de difficulté 3 filtrer I'ean & examiner, procéder par centrlfugatlon Si I'eau contient énormément de
matiéres en suspension, utiliser un filtre Biichner, .

L'eau & examiner est prélevée dans de l'eau d'égont passée dans un tamis aux mailles de
2 mm. Une quantité de 5 mg au moins de filtrat est nécessaire pour procéder  la détermination,
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- A. FILTRATION SUR PAPIER FILTRE

« Miéthode utilisant un filtre en verre fritté
Appareillage

Filtre en verre fijtté : Utiliser un creuset ﬁltrant pourvu d'une plaque en verre ﬁ1tte 1G2-ou un filtre
Biichner du type 3G2.

Mode opemtatre

Préparer deux filtres en verre fritté de méme type et apprommatlvement de méme polds y
deposer six feuilles de papier filtre et verser de l'cau dessus a plusieurs reprises pour les faire
adhérer par succion, Placer ensuite les filtres dans une étuve 2 air chaud et les sécher pendant deux
heurcs 3 une température de 105 3 110<C. :

Les refroidir dans un dessncateur et les peser (en cas d'utilisation dune balance anaIythue le
filtre le plus léger peut étre utilisé comme poids supplémentaire). Verser ensuite une quantité
appropriée d'eau 3 examiner sur le filtre le plus lourd*, filtrer par aspiration, puis, 4 ['aide du filirat,
laver la paroi du filtre afin de la débarrasser des substances adhérentes (répéter I'opération si -
nécessaire). Verser ensuite le filtrat & plusieurs reprises sur le filtre le plus léger et filtrer par
aspiration. Sécher les deux filtres dans I'étuve 2 air chaud pendant 2 heures & une température de
165 4 110°C, puis laisser refroidir dans le dessicateur. Peser'chaque filtre (en cas d'utilisation d'une
balance analytique, le filtre le plus léger pent étre utilisé comme poids supplémentaire), déterminer
la différence de poids avant et apres filtration et calculer la quantlte de matiére en suspcnsmn en
ppm, selon la formule cx-apres

| 1000
S = b) x —/—=
(a ) v

* . Prendre une quantité d'eau 4 examiner qui permet d'obtenir aprés séchagc pas plus de5 mg de matitre en suspension

(200 mt suffisent généralement). Toutefois, si 'eau d'essai est difficile 4 filtrer, ajouter 10 ml de chaque échantillon
d'ean d'essai en cours de filtration, en provenance des 10 ml du cylindre de mesure pendant Ia filtration.
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' Dans celte fornule :

[

M

@

o)

est la matiére en suspension (ppt)
est la différence de poids avant et aprés filtration de I'eau d'essai (mg)

. est la différence de poids avant et apres filtration du filtrat (mg) (lors de l'utlhsatmn dune .

balance analytique, b = 0)
est la quantité d'ean d'essai {ml).

Remarques

Lorsqu'il s'agit de déterminer Ia perte par corbustion des matiéres volatiles en’suspension,
effectuer l'essai selon la méthode décrite ci-dessous (3) (filtration sur filtre en fibre de verre).

On peut aussi proceder en transvasant la matiére en suspensmn et le filtre dans un creuset ou
un récipient d'évaporation, et procéder ensuite au sechage et 4 fa combustion dans un four &
moufle. : :

Si le résidu de la solution évaporée est inférier 4 5000 ppm, on peut omettre la correction
due a la différence en poids du filirat avant et aprés filtration. Toutefois, en cas d'emploi
d'une balance analytique, utiliser le filtre le plus léger comme poids supplémentaire, de sorte
‘que la filtration du filtrat puisse étre effectude en méme temps.

Méme lorsqu'on utilise une balance 2 lecture directe, le p01ds varie suivant les propriétés -
hygroscopiques des substances contenues dans l'eau & examiner et suivant d'autres facteurs. Il -

est donc souhaitable d'effectuer la correction sur la.base de la valeur obtenue par un essai a .

blanc avec le filtre 4 travers lequel on aura fait passer le filtrat. Lorsque l'eau 4 examiner
contient des graisses, des huiles, des cires etc., une partie de ces substances sont déterminées
comme de la matiére en suspension.

Lorsquiil s'agit de déterminer les matidres en suspension, & I'exclusion des huiles et des
graisses, verser plusieurs doses successives de 10 ml de n-hexane dans le filtre préalablement
séché et pesé apres filtrage pour enlever les graisses ct les huiles. Secher ensuite Ie filtre et
peser. .

 Filtration sur filtre en fibre de verre (méthode GFP) : Fixer sur.un support approprié un filtre
" de verre* de poids connu, (préalablement séché & 105-110°C pendant 2 heures aprés lavage).

*

Whatman GF/B ou équivalent.
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Verser une quantité suffisante d'eau 4 examiner pour obtenir, aprés séchage, plus de 5 mg de
‘matiéres en suspension. Aprés fillration par aspiration, reverser une partie du filtrat dans le
récipient d'origine contenant l'eau 4 examiner. Laver les parois du récipient de maniére 3 les
débarrasser des matiéres en suspension adhérentes et les refiltrer sur le filtre en fibre de verre
-par aspiration. Répeter 'opération plusieurs fois. Enlever ensuite le filtre et le poser sur un
verre 4 eau. Opérer alors selon la méthode de Biichner décrite ci-dessous de maniére- 2
déterminer la teneur en matiéres en suspension. -

Aprés avoir déterminé les matiéres en suspension, évaluer leur résidu de combustion, le cas
échéant conformément au mode opératoire décrit ci-dessous (filtration sur couche d'amiante).

« Utilisation d'un filtre Biichner

~ Cette méthode s'applique aux échantillons contenant une grande quantité de matiéres en
suspension (par exemple de la boue). '

Appareillage

Plague ‘perforée : en acier inoxydable (SUS 27 ou 28); épaisseur environ 0,5 mm ; diamétre
© 50 mm ou 90 mm. La plaque doit avoir la forme d'un verre de montre aux bords légérement
relevés. Toutes la surface plane est percée de trous de 0,5 mm de diamétre, disposés a intervalles

-réguliers.

Joint en caoutchouc : Le joint en caoutchouc consiste en un anneau de 2 4 3 mm d'épaisseur, d'une
largeur d'environ 10 mm et d'un diamétre compris entre 10 et 90 mni. 1l peut entrer dans un filtre
Biichner et peut étre utilisé pour la filtration par aspiration, la plaque perforée étant posée dessus.

Filtre Biichner : Diamétre de 50 mm ou 90 mm.
Mode opémtaire
Préparer deux plaques perforées. Introduire le joint en cacuichouc dans le filtre Biichner et

placer la plaque perforée dessus. Déposer ensuite le papier filtre (ne 6), passer de l'eau plusieurs
fois sur ce dernier et aspirer. Enlever le papier filtre en méme temps que la plaque perforée ot
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sécher & 105-110°C pendant deux & trois heures. Laisser refroidir dans un dessicateur et peser a
poids constant (lors de Tutilisation d'une balance analytique, la plus légére plaque perforée peut
servir de poids supplémentaire). '

_ Placer ensuite dans le filtre 1a plaque perforée la plus lourde avec son papier filtre. Filtrer
200 4 400 m! d'eau & examiner par aspiration. Passer ensuite & plusieurs reprises le filtrat sur la
plaque perforée plus légére munie de son papier filtre, et procéder comme dans le cas de la
premiére plaque.

“Déterminer la différence de poids avant et aprés lopération. Calculer la quantité de
matiéres en suspension (en ppm) dans l'eau & examiner au moyen de la formule suivante :

- @y x 1000

Dans cette formule :

:  estla matiére en suspension (ppm}
a: -est la différence entre le poids avant la ﬁltation et le poids aprés la filtration de l'eau &
.examiner {en mg) :
b: est la différence de poids avant et aprés ﬁltratlon du filtrat (en mg) (lorsqu'on u’sﬂlse une
balance analytique, b= 0) ‘
v: estl'eau & examiner (en ml),

Voirremarques 1 & 3 ci-dessus.

B. FILTRATION SUR COUCHE D’AMIANTE
Appareillage
Creuset Gooch de 25 4 35 ml |
_Réa&tzfs '

" Suspension d’ami ante ajouter de l'ean 4 15 g d'amiante et, aprés élimination des partlcules
ﬁnes par décantations successives, completer avec de l'ean ]usqu'é 1L
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Mode opératoire

Préparer deux creusets Gooch de méme forme et approximativement de méme poids.
Aprés séchage, verser environ 20 ml de I'amiante en suspension bien agitée, de maniére 4 obtenir
une couche d'amiante d'environ 3 mm d'épaisseur {environ 0,3 g)* et aspirer légérement.

Placer ensuite les creusets dans une étuve 4 air chaud. Aprés séchage pendant deux heures &

. 105-110°C, laisser refroidir dans un dessicateur jusqu'a un poids constant et mesurer le poids de

chague creuset (lors de l'utilisation dune balance analytique, utiliser le- plus Iéger des creusets

-comme poids supplémentaire). Fixer le plus lourd des creusets 4 la fiole 4 vide et verser dans le

creuset assez d'eau 4 examiner pour obtenir 5 mg de matiéres en suspensmn aprés séchage, puis
filtrer doucement par aspiration. Répéter alors la filtration de la portion initiale de filtrat.

Tout en aspirant, verser 4 plusieurs reprises urie petite quantité de filtrat dans le creuset le
plus 1éger, puis sécher dans une étuve 4 air chaud pendant deux heures 4 105-1100C; laisser
refroidir dans un dessicateur. Peser le creuset et déterminer la différence de poids en utilisant le
* creuset comme poids supplémentaire, pms calculer le ppm de matiéres en suspensmn au moyen de
la formule suivante : :

1 000

8 = (a-b) X
, V

(voii- plus haut pour Pexplication des symboles),

Remargue : L'eau é‘.cxaminer doit étre échantillonnée comme décrit dans la méthode

utilisant le filire en fibre de vetre. Lorsque la quantité de résidus volatils solubles est inférieure 4
5000 ppm, se reporter & la remarque 2 relative 4 ]a méme méthode.

C. METHODE DE CENTRIFUGATION

Cette méthode sapphque aux échantillons contenant des matieres en suspension trés
difficiles A filtrer.

Appareillage |

Centrifigeuse tournant a environ 2000 tr/mn. Tube a précipitation de 50 100 ml.

Aprés avoir versé la moitié de la suspension d'amiante, mettre en place li plaque perforée et verser le reste de la
solution, .

*



page 29 '« Biodégradabilité dite intrinséque :
Essai MITI Modifié (II) »

Mode opératoire

- Verser dans le tube 3 précipitation asscz d'eau & examiner pour obtenir plus de S mg de
- matiéres en suspension,

Aprés avoir pesé chaque tube, centrifuger 3 environ 2000 tr/mn pendant 20 minutes, pour -
faire précipiter la matiére en suspension. Eliminer par décantation* le liquide surnageant.

Ajouter an précipite 10 ml d'ean & exammer, recommencer la centrifagation et éliminer par
décantationt le liquide surnageant. - :

. Transférer le précipité dans un récipient_ d'évaporation préalablement chauffé 4 105-110-C
jusqu'a poids constant, puis évaporer 4 sec dans un bain 4 ébullition, Aprés séchage a l'étuve 4 105-
110°C pendant 2 heures, laisser refroidir dans un dessicateur et peser. En cas dutilisation d'une
balance analytique, employer comme poids supplementalre un rec1plent d'évaporation de méme
forme aprés avoir effectué 'essai 4 blanc, :

Déterminer ensuite la différence entre le poids avant Topération et le poids aprés
l'opération. Calculer le ppm de matiéres en suspension au moyen de la formule ci-apres :
1000
S=ax—
- v
(voir plus haut l'explication des symbolss).
Remarque : Pour la méthode de séparation par centnﬁjgatlon, il faut que la phase dispersée
et le milien de dispersion possédent une densité différente. Lorsqu'une particule de 1 mg situce a
_ rem'du centre de rotation est centrifugée 4 une vitesse angulaire de w rad’s, elle cst soumise 4 la .

force centrifuge suivante :

en supposant que la masse de milieu de dispersion rejeté par une particule soit 1 mg.

F = (m-m')wzr-
ona.

soit RCF la force centnfuge speclﬁque et N (tours/minute) la vitesse de rotation, on
obtient : '

" % Lorsquil s'agit de déterminer consécutivement les résidus solubles évapords, garder le liquide sumégean_t.
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RFC

F . wzr _ 2
= = = 0,00001118 yN
(m-mj)s g '

Cette équation monire que la force centrifuge est différente 4 la surface et au fond du
liguide. Par exemple si N= 2000 tr/mn et r =5 cm (distance entre la surface du liquide dans le
" tube & précipitation et 1¢ centre de rotation), RCF est égal 4 223 g ; lorsque r = 13 cm, RCF devient
581 g. On notera donc la valeur de RCF prés de la surface et au fond du tube. '

Profondeur de la couche de liquide =

(RCF au fond)-(RCF a la surface)
(RCF au fond)

X (distance jusqu’au fond)

Dans cette méthode, on se base sur une centrifugeuse tournant 42000 tr/mn dont le fondest
4 13 cmn de l'axe de rotation. . '

'« Calcul de la guantité de matiéres en
suspension 4 partir de la différence en poids
de résidus d'édvaporation

Pour calculer 1a quantité de matiére en suspension a partir de la différence entre le poids .
sec total du résidu et le résidu sec soluble, on applique la formule suivante :
A=B-C

Dans cette formule : -

A = est la matiére en suspension (ppm)
B = est le poids sec total du résidu (pprn)
C = est'le résidu sec soluble (ppm) -

3. MATIERES EN SUSPENSION FORMEES A PH 7

.(Voir Normes Industrielles Japonaises K0102 - 10.3)

1l s'agit des matiéres en suspension formées lorsque l'eau d'essai est neutralisée & un pH de
70,5, )

Réactifs

= | Solution de NaOH (soude) (4 4 24 P/V%)
—  Acide acétique dilué dans de l'sau dans des proportions allant de 1/2 2 1/6, acide/eau.
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Mode opératoire

Verser assez d'eau 4 examiner dans un bécher, pour obtenir plus de 5 mg de matiéres en
suspension et la neutraliser au moyen d'une solution de soude ou d'acide acétique dilué en fonction
du caractére acide ou basique de I'eau d'essai. En neutralisant, veiller & ne pas trop augmenter la
quantité de solution. Procéder ensuite, conformément aux indications qui précédent, de maniére &
obtenir la quantité requise de matiéres en suspenslon et calculer la quantité formée 3 pH7 au
moyen de la formule suivante ; . '

A=B-C
{voir plus haut pour I'explication des symboles).
Remarque§ :

(1) Selon le type d'ean d'égout, le poids de matiéres en suspension peut diminuer & la suite de la
neutralisation. Dans ces conditions, le poids de matiéres en suspensmn doit &tre consigné
comme matiéres en suspension formées A pH 7.

(2) Les matiéres en suspension formées & pH 7 peuvent &ré déterminées dans le liquide
surnageant ou dans le filtrat aprés élimination des matidres en suspension. Cette méthode .
s'applique 4 de l'eau & examiner contenant relativement peu de matiéres en suspension mais .
formant un précipité abondant aprés neutralisation (sans modifier la quantité de matidtes en
suspension initiale). La méthode s'applique également & de I'eat usée formant relativernent

. peu de précipité. Par contre, elle ne s'applique pas 4 de I'eau usée ayant tendance a former un. .
complexe précipitable et 4 engendrer des réactions de dissolution lors de la neutralisation.






