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Avant-propos

L'ISO (Organisation internationale de normalisation) est une fédération mondiale
d’organismes nationaux de normalisation (comités membres de I'ISO). L'élaboration
des Normes internationales est en général confiée aux comités techniques de I'1SO.
Chaque comité membre intéressé par une étude a le droit de faire partie du comité
technique créé a cet effet. Les organisations internationales, gouvernementales et non
gouvernementales, en liaison avec I'ISO participent également aux travaux. L'ISO col-
labore étroitement avec la Commission électrotechnique internationale (CEl) en ce qui
concerne la normalisation électrotechnique.

Les projets de Normes internationales adoptés par les comités techniques sont soumis
aux comités membres pour vote. Leur_publication_comme Normes internationales
requiert I'approbation de 75 % au moins des comités membres votants.

La Norme internationale ISO 6439 a été élaborée par-le comité technique 1SO/TC"147,
Qualité de l'eau.

Cette deuxiéme édition annule et remplace lal premiére édition(1S0.6439/::1984),,dont
elle constitue une révision mineure. 2

L’'annexe A fair partie intégrante de la présente Norme internationale.
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Introduction

Le terme «indice-phénol» utilisé dans la présente Norme internationale ne comprend
que les phénols qui réagissent avec I'amino-4 antipyrine en formant des composants
colorés.

Dans une eau contenant du phénol, il existe généralement d'autres composés phénoli-
ques associés au phénol, dont la sensibilité aux réactifs utilisés dans les méthodes
ci-dessous n’est pas nécessairement la méme.

La composition en différents composés phénoliques (3.1) présents dans un échantillon
donné est imprévisible. Il est évident, cependant, que I'utilisation d’'un étalon composé
d’'un mélange de phénols ne peut pas étre applicable & tous les échantillons. C’est
pourquoi/le phénollui-méme a’été choisi comme étalon, et toute coloration produite
par réaction des autres composés phénoliques est mesurée comme étant produite par
lephénol et-exprimée en tant qu’indice phénol (3.2).

Il nest pas possible d’utiliser le mode opératoire spécifié dans la présente Norme Inter-
nationale pour différencier les différentes formes de phénols. Certains composés phé-
noliqueslayant.un-groupe substituant/alkyle,)arylé,/-ou nitro en position para ne don-
nentpascde coloration: aveccl’'amino-4 antipyrine.

Par contre, des composés ayant comme substituant en position para des groupes car-

boxyle, halogéne, hydroxyle, méthoxyle ou sulfonyle produisent une coloration en pré-
sence d’amino-4 antipyrine.

iii
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Qualité de I'eau — Détermination de l'indice phénol —
Méthode spectrométrique a I'amino-4 antipyrine aprés

distillation

1 Domaine d’application

La présente Norme internationale prescrit une méthode de
détermination de «l'indice-phénol» (3.2) dans les eaux de bois-
son, les eaux de surface et dans les eaux résiduaires.

Aprés une distillation préliminaire, le mode opératoire présente
deux méthodes d’'application spécifique, a savoir:

méthode A (méthode colorimétrique directe): cette
méthode permet de déterminer un indice phénol supérieur &
0,10 mg/l dans la phase aqueuse (sans extraction au chloro-
forme) en utilisant le phénol comme étalon;

méthode B (méthode par extraction au chloroforme):
cette méthode permet de déterminer sans dilution des indi-
ces phénol de 0,002 mg/l a environ 0,10 mg/| lorsque le
complexe final coloré est extrait et concentré dans une
phase chloroformique en utilisant le phénol comme étalon.

NOTES

1 Les limites de détection pouvant étre obtenues avec les deux
méthodes sont insuffisantes pour vérifier la conformité avec la directive
80/778/EEC pour les eaux de boisson.

2 Suivant les résultats d’un essai interlaboratoire, en Allemagne, avec
une méthode presque identique & la méthode B, la limite inférieure de
détection est de 0,01 mg/I.

2 Références normatives

Les normes suivantes contiennent des dispositions qui, par
suite de la référence qui en est faite, constituent des disposi-
tions valables pour la présente Norme internationale. Au
moment de la publication, les éditions indiquées étaient en
vigueur. Toute norme est sujette a révision et les parties pre-
nantes des accords fondés sur la présente Norme internationale
sont invitées a rechercher la possibilité d’appliquer les éditions
les plus récentes des normes indiquées ci-aprés. Les membres
de la CEl et de I'lSO possédent le registre des Normes interna-
tionales en vigueur & un moment donné.

ISO 5667-1 : 1980, Qualité de l'eau — Echantillonnage —
Partie 1: Guide général pour I'établissement des programmes
d’échantillonnage.

ISO5667-2 : 1982, Qualité de l'eau — Echantillonnage —
Partie 2: Guide général sur les techniques d’échantillonnage.

ISO 5667-3 : 1985, Qualité de I'eau — Echantillonnage —
Partie 3: Guide général sur la manipulation et la conservation
des échantillons.

3 Définitions

Pour les besoins de la présente Norme internationale, les défini-
tions suivantes s'appliquent:

3.1 composés phénoliques: Dérivés hydroxy du benzéne
et de ses analogues.

3.2 indice phénol: Nombre donnant la concentration, en
milligrammes de phénol par litre, déduit de la mesure de la colo-
ration produite par les différents composés phénoliques en sui-
vant le-mode,opératoire décrit dans la présente Norme interna-
tionale.

4 Méthode A — Méthode colorimétrique
directe

4.1 oPrincipe

Les phénols sont séparés des impuretés et des agents de con-
servation par distillation. Le taux de volatilisation des phénols
étant graduel, le volume de distillat doit étre égal au volume
d’échantillon 3 distiller.

Les phénols distillables a la vapeur réagissent avec I'amino-4
antipyrine a un pH de 10,0 + 0,2 en présence d'hexacyanofer-
rate(lll) de potassium en formant un complexe coloré avec
I'amino-4 antipyrine.

Ce complexe est conservé dans une solution aqueuse et
I'absorbance est mesurée a 510 nm. L'indice phénol est
exprimé en milligrammes par litre de phénol (CgH5OH).

La quantité minimale de phénol décelable est de 0,01 mg pour
une cuve de 50 mm lors de la mesure spectrométrique et pour
un volume de distillat utilisé lors du dosage de 100 ml.

4.2 Réactifs

Au cours de I'analyse, utiliser uniquement des réactifs de qua-
lité analytique reconnue, et de I'eau distillée ou de I'eau de
pureté équivalente.

4.2.1 Amino-4 antipyrine, solution a 20 g/I.

Dissoudre 2,0 g d’amino-4 antipyrine Cq4H3N30 dans I'eau et
diluer @ 100 ml. Préparer ce réactif extemporanément.

La solution ne peut étre réutilisée si les particules rouges subsis-
tent aprés mise en solution.
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4.2.2 Chlorure d’'ammonium, solution a 20 g/I.

Dissoudre 20 g de chlorure d’'ammonium (NH4CI) dans I'eau et
diluer 1 000 ml.

4.2.3 Hydroxyde d’ammonium ¢ = 0,90 g/ml.

4.2.4 Tartrate double de potassium et de sodium,? solu-
tion tampon, pH = 10.

Dissoudre 34 g de chlorure d’ammonium (NH,CI), 200 g de
tartrate double de potassium et de sodium (NaKC4H 40¢), dans

700 ml d’eau. Ajouter 150 ml d’hydroxyde d’ammonium (4.2.3)
et diluer avec de I'eau a@ 1 000 ml.

4.2.5 Sulfate de cuivre(ll), pentahydraté (CuS0,4.5H,0).

4.2.6 Sulfate de cuivre(ll), solution a 100 g/I.

Dissoudre 190 g de sulfate de cuivre(ll) pentahydraté (4.2.5)
dans de I'eau et diluer a 1 000 ml.

4.2.7 Acide chlorhydrique, o0 = 1,19 g/ml.

4.2.8 Méthylorange, indicateur.

Dissoudre 0,6 g de méthylorange dans l'eau et diluer @
1 000 ml.

4.2.9 Phénol, solution mere, 1,00 g/I,

ATTENTION — Le phénol ne doit pas venir en contact
avec la peau.

Dissoudre 1,00 g de phénol dans de I'eau récemment bouillie et
refroidie, dans une fiole jaugée de 1 000 ml et compléter au trait
de jauge avec cette méme eau.

Cette solution est stable pendant environ 1 semaine.
IMPORTANT — Le phénol ne doit pas étre liquide ou
décoloré. Un contrdle de la concentration en phénol par

titrage selon le mode opératoire décrit dans I'annexe A
peut étre nécessaire.

4.2.10 Phénol, solution étalon correspondant a 0,01 g de
CgH5OH par litre.

Diluer 10,0 ml de la solution mére de phénol (4.2.9) 3 1 000 ml
avec de |'eau récemment bouillie et refroidie, dans une fiole jau-
gée de 1 000 ml.

1 ml de cette solution étalon contient 0,01 mg de CgH5OH.

Préparer cette solution le jour de I'emploi.

4.2.11 Phénol, solution étalon correspondant a 0,001 g de
CeHsOH par litre.

Diluer 50 ml de la solution étalon de phénol (4.2.10) 4 500 ml
avec de I'eau récemment bouillie et refroidie, dans une fiole jau-
gée de 500 ml.

1 mi de cette solution étalon contient 0,001 mg de CgHzOH.

Préparer cette solution dans les 2 h précédant I'utilisation.
4.2.12 Acide phosphorique, ¢ = 1,70 g/ml.

4.2.13 Acide phosphorique, solution 1 + 9.

Mélanger 1 volume d’acide phosphorique (4.2.12) avec 9 volu-
mes d’eau.

4.2.14 Hexacyanoferrate(lll) de potassium,2 solution a
80 g/I.

Dissoudre 8,0 g d’hexacyanoferrate(lll) de potassium
{K3[Fe (CN)gl} dans de I'eau et diluer & 100 ml. Filtrer si néces-
saire.

Préparer cette.solution dans/la semaine précédant I'emploi.
4.2.15  Sulfate de sodium, Na,SO,, anhydre et en grain.
4.2.16'" Réactifs spéciaux pour les distillats turbides.
4.2.16.17 'Acide sulfurique, solution 3 0,5 mol/I.
4.2.16.2 Chlorure de sodium.

4.2.16.3 Hydroxyde de sodium, solution & 2,5 mol/I.

Dissoudre 10 g de NaOH dans 100 ml d’'eau.

4.2.16.4 Chioroforme.
ATTENTION — Le chloroforme est toxique et est sus-

pecté d’étre cancérigéne. Ne pas respirer les vapeurs.
Eviter tout contact avec la peau et les yeux.

4.3 Appareillage

4.3.1 Appareil de distillation, en verre, constitué d’un bal-
lon & distiller de 1 litre en verre borosilicaté avec un réfrigérant
Graham ou I'équivalent.

4.3.2 pH-meétre, avec des électrodes appropriées.

1) Nomenclature systématique : 2,3-dihydroxybutanedioate de potassium et de sodium.

2) Nom habituel : ferricyanure de potassium.



4.3.3 Spectrometre, a sélecteurs a variation continue ou dis-
continue, permettant de travailler 8 510 nm et muni d’une cuve
de parcours optique de 1,0 & 10 cm. La taille de la cuve utilisée
dépend de |'absorbance des solutions colorées devant étre
mesurées et des caractéristiques du spectromeétre. En général,
si les absorbances sont supérieures a 1,0 avec une grande cuve,
la taille inférieure doit étre utilisée.

4.4 Echantillonnage et échantillons

L’échantillonnage des différentes sortes d’eau doit étre effectué
conformément a I'lSO 5667-1, I'lSO 5667-2 et I'lSO 5667-3 en
tenant compte des précautions complémentaires suivantes. Les
échantillons doivent étre prélevés dans des bouteilles en verre.

Les composés phénoliques dans I'eau sont susceptibles de
subir des oxydations chimiques et biochimiques. C'est pour-
quoi, @ moins que les échantillons ne soient analysés dans les
4 h apres leur prélevement, ils doivent étre conservés dés qu'ils
sont prélevés, en utilisant le mode opératoire ci-aprés:

a) acidifier les échantillons & un pH d’environ 4,0 avec
I'acide phosphorique (4.2.13) et en utilisant le méthylorange
(4.2.8) ou un pH-meétre (4.3.2) pour contrdler le pH;

b) inhiber I'oxydation biochimique des composés phénoli-
ques dans l'échantillon en ajoutant) 1,0,g de\sulfate de
cuivre(ll) (4.2.5) par litre d’échantillon;

c) conserver ensuite I'échantillon au froid-(5 °C'4 10°C).
Analyser les échantillons ainsi conservés dans les 24 h qui
suivent le prélévement.

4.5 Etape préliminaire de distillation

L'utilisation de sulfate de cuivre(ll) comme décrit en 4.5.1 pen-
dant la distillation d’un échantillon acide permet la formation de
sulfure de cuivre(ll) sans décomposition en sulfure d’hydro-
géne. La solution acide empéche également la précipitation
d’hydroxyde de cuivre(ll), qui agit comme un agent oxydant sur
les composés phénoliques.

4.5.1 Introduire 500 ml d’échantillon dans un bécher. Si
I'échantillon n’a pas été conservé avec du sulfate de cuivre(ll)
[4.4.2 b)], ajouter 5 ml de solution de sulfate de cuivre (ll)
(4.2.6), ajuster le pH de I'échantillon entre 1 et 2 avec une solu-
tion d’acide phosphorique (4.2.13). Utiliser une éprouvette gra-
duée de 500 ml comme récepteur.

Distiller 400 ml d’'échantillon. Arréter la distillation et, quand
I'ébullition cesse, ajouter 100 mi d’eau dans le ballon a distiller.
Poursuivre la distillation, jusqu’a ce que le volume total recueilli
soit de 500 ml.

NOTE — Il est également possible de distiller de plus petites quantités.

4.5.2 Si le distillat est trouble, une seconde distillation peut
s’avérer nécessaire. Acidifier le distillat avec une solution
d'acide phosphorique (4.2.13), ajouter 5 ml de la solution de
sulfate de cuivre(ll) (4.2.7), puis répéter la distillation comme
décrit en 4.5.1. En général, la seconde distillation supprime le
trouble. Toutefois, si le second distillat est encore trouble,
extraire un autre échantillon comme décrit en 4.5.3.
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4.5.3 Extraire aussi rapidement que possible une partie ali-
quote des 500 ml de I'échantillon pour laboratoire comme suit.

Ajouter 4 gouttes d'indicateur au méthylorange (4.2.8) et une
quantité suffisante d’acide sulfurique (4.2.16.1) pour acidifier la
solution. Transférer dans une ampoule & décanter et ajouter
150 g de chlorure de sodium (4.2.16.2). Mélanger en agitant
aprés avoir ajouté cinq fois du chloroforme, le premier ajout
étant de 40 ml, les quatre suivants étant de 25 ml chacun.
Séparer les phases chloroformiques aprés chaque extraction et
les verser dans une deuxiéme ampoule & décanter. Mélanger en
ajoutant trois fois une solution d’hydroxyde de sodium
(4.2.16.3), le premier ajout étant de 4,0 ml, les deux autres de
3,0 ml chacun. Séparer la solution d’hydroxyde de sodium
aprés chaque extraction. Mélanger les extraits alcalins, chauffer
sur un bain d’eau jusqu’a ce que le chloroforme ait été éliminé,
puis refroidir et diluer 8 500 ml avec de I'eau. Procéder 3 la dis-
tillation comme décrit en 4.5.1.

NOTE — Dans certains cas, dans des eaux résiduaires ayant une forte
concentration en composés phénoliques, une élévation de température
apparait pendant |'extraction.

4.6 Mode opératoire

4.6.1 Prise d’essai

Introduire 100 ml du distillat, ou une aliquote convenable ne
contenant pas plus de 0,5 mg de phénol dans 100 ml, dans un
bécher de 250 mi. Si I'échantillon est supposé contenir plus de
0,5 mg de phénol, une aliquote plus petite peut étre utilisée.
Des essais préalables peuvent étre nécessaires pour déterminer
le“volume id'aliquote.approprié. En pratique, la plus petite ali-
quote doit étre de 10 ml et ne pas contenir plus de 0,5 mg de
phénol. Le distillat et toutes les autres solutions utilisées doi-
vent étre & température ambiante.

4.6.2 Essai a blanc

Effectuer un essai a blanc parallelement au dosage, en rempla-
cant la prise d'essai par 100 ml d’eau.

4.6.3 Etablissement de la courbe d’'étalonnage

4.6.3.1 Préparation d'une série de solutions étalons

Préparer une série de solutions étalons dans sept fioles jaugées
de 500 ml contenant 0 ml; 25 ml; 50 ml; 100 ml; 200 ml et
250 ml de la solution étalon de phénol (voir 4.2.10). Compléter
au trait de jauge avec de I'eau. Toutes les solutions utilisées
doivent étre & la température ambiante. Les solutions étalons
doivent étre traitées de la méme facon qu’en 4.5.1.

4.6.3.2 Formation du composé d’absorption

Laisser se développer la coloration dans la série des solutions
étalons, conformément au mode opératoire décrit en 4.6.4.

4.6.3.3 Mesurages spectrométriques.

Aprés 15 min, transférer les solutions dans les cellules
d’absorption et mesurer |’absorbance de chaque solution étalon
a 510 nm en utilisant 'eau dans la cuve de référence.
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4.6.3.4 Tracé de la courbe d’étalonnage

Sur un graphe, porter les absorbances en fonction des masses
de phénol correspondantes, en milligrammes.

4.6.4 Dosage

Ajouter 5 ml de solution tampon (4.2.4) a chaque prise d’essai
(4.6.1), ou 5 ml de solution de chlorure d’'ammonium (4.2.2) a
chaque prise d'essai. Ajuster le pH & 10 + 0,2 avec de
I'hydroxyde d’ammonium (4.2.3). Ajouter 2,0 ml de solution
d'amino-4 antipyrine. Mélanger immédiatement, puis ajouter
2,0 ml de solution d’hexacyanoferrate(lll) de potassium (4.2.14)
et mélanger a nouveau immédiatement.

Apreés 15 min, mesurer |'absorbance de chaque solution dans
une cuve (voir 4.3.3) a la longueur d'onde du maximum
d’absorbance (environ 510 nm) avec de I'eau dans la cuve de
référence. Par référence a la courbe d'étalonnage (4.6.3.4), cal-
culer la masse, en milligrammes, de phénol équivalant aux com-
posés phénoliques dans la prise d’essai, aprés avoir fait la cor-
rection pour I'essai a blanc (4.6.2).

Estimer I'indice phénol de la prise d'essai par référence a la
courbe d’étalonnage et a I'absorbance obtenue avec la solution
d’échantilion.

4.7 Expression des résultats

L’indice phénol, exprimé en milligrammes, par litre, est donné
par la formule suivante :

7 1000

Vo
ou

m estla masse, en milligrammes, de phénol équivalant aux
composés phénoliques dans la prise d’essai;

Vo est le volume du distillat, exprimé en millilitres, de la
prise d’essai.

4.8 Interférences

Les interférences courantes qui peuvent apparaitre dans les
eaux sont dues & des bactéries décomposant le phénol, des
substances oxydantes ou réductrices et des conditions de forte
alcalinité de I'échantillon. La dégradation biologique est inhibée
par addition du sulfate de cuivre(ll) [4.4 b)] & I'échantillon.
L'acidification par I'acide phosphorique [4.4 a)] permet de se
prémunir de la présence de l'ion cuivre et élimine toutes les
modifications chimiques dues a des conditions de forte alcali-
nité. Le traitement préalablement nécessaire pour supprimer les
composés interférants avant I'analyse peut entrainer de fagon
inévitable I'élimination ou la perte de certains types de compo-
sés phénoliques.

En conséquence, certaines eaux résiduaires fortement contami-
nées peuvent nécessiter la mise en ceuvre de techniques parti-
culiéres pour éliminer les interférences et récupérer quantitati-
vement des composés phénoliques.

Quelques méthodes d‘élimination de certaines interférences
sont proposées :

4.8.1 Agents oxydants

Si I'échantillon sent le chlore, ou si de I'iode se dégage de
I'iodure de potassium par acidification de I'échantillon, les
agents oxydants ainsi découverts doivent étre immédiatement
supprimés apres le prélevement.

Une solution d’acide ascorbique doit étre ajoutée, immédiate-
ment aprés |'échantillonnage, pour détruire toutes les substan-
ces oxydantes. Un excés d'acide ascorbique n’interfére pas
puisqu’il est supprimé au cours de la distillation.

4.8.2 Huiles et goudrons

Si I'échantillon contient de I’huile ou du goudron, certains com-
posés phénoliques peuvent étre dissous dans ces composés.
Une extraction alcaline, en l'absence de sulfate de cuivre(ll)
peut étre mise en ceuvre pour éliminer I'huile ou le goudron.
Ajuster le pH de I'échantillon entre 12 et 12,5 avec de I’hydroxyde
de sodium (4.2.16.3) afin d'éviter I'extraction des composés phé-
noliques. Extraire le mélange avec du tétrachlorure de carbone
aussi rapidement que possible. Rejeter la phase de tétrachlorure
de carbone. Eliminer immédiatement tout le tétrachlorure de car-
bone 'demeuré dans/la phase aqueuse de I'échantillon par un
chauffage modéré et ajuster le pH a 4,0 (voir 4.4).

4.8.3 Composés sulfureux

Des composés qui libérent du sulfure d’hydrogéne lors de I'aci-
dification _peuventinterférer- durant le dosage du phénol. Le
traitement deI'échantillon acidifié avec du sulfate de cuivre (l1)
supprime généralement de telles interférences. Ajouter une
quantité suffisante de sulfate de cuivre(ll) (4.2.6) a I'échantillon
pour obtenir une couleur bleu clair ou jusqu’a ce qu’il n’appa-
raisse plus de précipité de sulfure de cuivrel(ll), puis acidifier
I'échantillon avec de l'acide phosphorique (4.2.12) jusqu’au
virage du méthylorange (4.2.8).

4.8.4 Agents réducteurs

En présence d’agents réducteurs, ajouter un excés d’hexacya-
noferrate(lll) de potassium.

4.85 Amines

Dans ces conditions spécifiées, quelques amines seront déter-
minées comme phénols, ce qui se traduira par des valeurs trop
élevées. Cette interférence peut étre réduite au minimum par
distillation a un pH inférieur a 0,5.

5 Méthode B — Méthode par extraction au
chloroforme

5.1 Principe

Les composés phénoliques sont séparés des impuretés et des
agents de conservation par distillation. Le taux de volatilisation
des phénols étant graduel, le volume de distillat doit étre égal
au volume d’échantillon a distiller.



Les phénols distillables 3 la
antipyrine a un pH de 10,0 * 0,2 en présence d’hexacyanofer-
rate(lll) de potassium en formant un complexe coloré avec

I'amino-4 antipyrine.

peur réagissent avec I'amino-4

Ce complexe coloré est extrait de la phase aqueuse avec du
chloroforme et I'absorbance est mesurée a 460 nm. L'indice

r\hnnnl ast exnrimé en mllllnrnmmne de phénol par litre
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Pour le mesurage spectrométrique, la quantité minimale décela-
ble est de 0,05 mg de phénol pour une cuve de 5 cm et une
extraction avec 25 ml de chloroforme ou pour une cuve de
10 cm et une extraction avec 50 mi de chloroforme. La concen-
tration minimale décelable est de 0,002 mg/| de phénol pour un
volume de distillat de 500 ml. "

5.2 Réactifs

Voir 4.2.

5.3 Appareillage

Identique a celui spécifié en 4.3, mais avec les modifications et
additions suivantes :

5.3.1 Spectrométre, comme en 4.3.3, mais convenant pour
I'emploi a 460 nm.

5.3.2 Entonnoir Biichner, muni d’'un disque en verrefritté
grossier ou d’un filtre séparateur de phase.
5.4 Echantillonnage et échantillons

Voir 4.4.

5.5 Mode opératoire

5.5.1 Prise d'essai

Placer 500 ml du distillat, ou une partie aliquote convenable ne
contenant pas plus de 0,05 mg de phénol dilué a 500 ml, dans
un bécher de 1 litre. Des essais préalables peuvent étre néces-
saires pour déterminer le volume de I'aliquote convenable. En
pratique, la plus petite aliquote doit étre de 50 ml, ne contenant
pas plus de 0,05 mg de phénols. Le distillat et toutes les solu-
tions utilisées doivent étre & la température ambiante.

5.5.2 Essai a blanc

Effectuer un essai a blanc parallélement au dosage, en rempla-
¢ant la prise d’essai par 500 ml d’eau.

1) Voir la note a l'article 1.

1ISO 6439 : 1990 (F)

5.5.3.1 Préparation d'une série de solutions étalons

Préparer une série de solutions étalons, dans neuf fioles jau-
gées de 500 ml contenant O ml; 1 ml; 2 mi; 5 ml; 10 mi; 20 ml;
30 ml; 40 ml et 50 ml de la solution étalon de phénol (4.2.11).

Compléter au trait de j jauge avec Ge i eau. 10utes ies soiutions
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utilisées doivent étre & la température ambiante. Les solutions
étalons doivent étre traitées selon 4.5.1.

5.5.3.2 Formation du composé d'absorption

Laisser se développer la coloration dans la série des solutions
étalons, conformément au mode opératoire décrit en 5.6.4.

5.5.3.3 Mesurages spectrométriques

iViesurer i‘absorbance de chaque soiution étaion 4 460 nm, en
utilisant le chloroforme dans la cuve de référence.

5.6.3.4 Tracé de la courbe d’étalonnage

Sur un graphe, porter les absorbances en fonction des masses
de phénol correspondantes, en milligrammes.

5.5.4 " Dosage

Ajouter, 20 ml de solution tampon (4.2.4) & chaque prise d’essai
(5.6.1) et ajuster le pH a 10 = 0,2 avec de I'hydroxyde
d’ammonium (4.2.3), si nécessaire. Transférer chaque mélange
dans une ampoule a décanter de 1 litre. Ajouter 3,0 ml de solu-
tion~'d’amino“4 “antipyrine’ (4.2.1), mélanger immédiatement,
puis ajouter 3,0 ml de solution d’hexacyanoferrate(lll) de potas-
sium (4.2.14). Laisser la coloration se développer pendant
15 min.

Ajouter exactement 25 ml de chloroforme (4.2.16.4) dans cha-
que ampoule & décanter, si on utilise une cuve de 10 4 50 mm
dans le spectrométre. Ajouter 50 ml de chloroforme si la cuve
est de 100 mm. Agiter vigoureusement 'ampoule & décanter
pendant 1 min, et laisser les phases se séparer.

Filtrer chaque extrait au chloroforme a travers des entonnoirs
Bichner (5.3.2) contenant 5 g de sulfate de sodium (4.2.15) ou
a travers un filtre de séparation de phase ou tout autre systéme
approprié et les recueillir directement dans des fioles jaugées de
25 ml. Amener au volume avec du chloroforme. Utiliser des fio-
les jaugées de 50 ml si I'on utilise des cuves de 10 mm.

Régler le zéro d'absorbance de I'appareil 4 460 nm & partir du
chloroforme. Mesurer I'absorbance de I'essai & blanc et des
extraits de I'échantillon, a la méme longueur d’onde. Par réfé-
rence a la courbe d’'étalonnage (5.5.3.4), calculer la masse, en
milligrammes, de phénol équivalant aux composés phénoliques
dans la prise d’essai, aprés avoir fait la correction pour I'essai a
blanc (5.6.2).
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