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Qualité de I'eau — Evaluation, en milieu aqueux, de la
biodégradabilité aérobie «ultime» des composés
organiques — Méthode par dosage du dioxyde de carbone

dégagé

1 Domaine d’application

La présente Norme internationale prescrit une mé-
thode d’évaluation en 'milieu"aqueux'de1a“biodé-
gradabilité «ultime» de composés “organiques
présents a une concentration donnée sous ['action
de micro-organismes aérobies, par dosage du
dioxyde de carbone dégagé.

La méthode est applicable a des composés organi-
ques

a) solubles dans les conditions de Vessai;

b) insolubles dans les conditions de I’essai, auquel
cas il peut étre nécessaire de prendre des me-
sures particulieres assurant une bonne disper-
sion du composé;

¢) non volatils ou ayant une pression de vapeur
négligeable dans les conditions de "essai;

d) n'ayant pas d’action inhibitrice, 4 la concen-
tration choisie, sur les micro-organismes utilisés
pour "essai. L"existence d’une action inhibitrice
peut étre mise en évidence suivant la méthode
prescrite en 8.3, ou par toute autre méthode de
détermination de Faction inhibitrice d’une sub-
stance sur les bactéries {voir par exemple
ISO 8192).

2  Références normatives

Les normes suivanies contiennent des dispositions
qui, par suite de la référence qui en est faite,
constituent «des dispositions valables pour la pré-
sentge Norme internationale. Au moment de la pu-
blication, les editions indiquées étaient en vigueur.
Toute norme est sujette & révision et les parties
prenantes des accords fondés sur la présente
Norme internationale sont invitées & rechercher la
possibilité d’appliquer les éditions les plus récentes
des normes indiquées ci-aprés. Les membres de la
CEl et de I'I[SO possédent le registre des Normes
internationales en vigueur a un moment donné.

ISO 7827:1984, Qualité de I'eau — Evaluation en mi-
lieu aqueux de la biodégradabilité aérobie «ultime»
des composés organiques — Méthode par analyse
du carbone organique dissous (COD).

ISO 8192:1986, Qualité de I'eau — Essai d’inhibition
de la consommation d’oxygéne par des boues acti-
vées.

3 Définitions
Pour les besoins de la présente Norme internatio-

nale, les définitions suivantes s’appliquent.

3.1 dégradation ultime: Niveau de dégradation at-
teint lorsque le composé soumis a I’essai a été to-
talement transformé par les micro-organismes en
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dioxyde de carbone, eau, sels minéraux et nouveaux
constituants cellulaires microbiens (biomasse).

3.2 matiéres en suspension (dans une boue acti-
vée): Matieres éliminées par filtration ou centrifu-
gation d’un volume connu de boue dans des
conditions définies et, dans le cadre de la présente
Norme internationale, dessiccation a environ
100 °C.

3.3 préexposition (ou préadaptation): Préincubation
d’un inoculum en présence du composé a expéri-
menter, destinée a accroitre I"aptitude de I'inoculum
a dégrader le composé.

3.4 préconditionnement: Préincubation d’un
inoculum dans les conditions d’essai, mais en l'ab-
sence du composé & expérimenter, destinée a
améliorer I'efficacité de I’essai.

4 Principe

Evaluation de la biodégradation de composés orga-
niques par des micro-organismes aérobies] dans\un
milieu d’essai.

Le composé organique a expérimenter constitue 1a
seule source de carbone et d’énergie dans le milieu.
Le taux de biodégradation est déterminé indirec-
tement par mesurage de la quantité de dioxyde de
carbone libéré pendant la durée de l'essai (géné-
ralement 28 jours). Le composé est utilisé a une
concentration telle que la teneur initiale en carbone
organique du milieu soit normalement comprise en-
tre 10 et 40 mg/l. Pour obtenir des données supplé-
mentaires, il est admis d’utiliser, si nécessaire, des
concentrations supérieures a 40 mg/l.

Pour les composés suffisamment solubles dans
’eau, on peut mesurer la baisse de concentration
du COD en fin d’essai.

5 Environnement d’essai

L’incubation doit étre menée a 'obscurité ou sous
lumiére diffuse dans une enceinte maintenue 3
température constante (& 4 1 °C prés) comprise
entre 20 °C et 25 °C, et ne contenant pas de vapeurs
toxiques.

6 Reéactifs

Utiliser exclusivement des réactifs de qualité analy-
tique reconnue.

6.1 Eau distillée ou déminéralisée.

Elte doit contenir moins de 10 % de la concentration
initiale du COD apporté par le composé organique.

6.2 Milieu d’essai

6.2.1 Composition

6.2.1.1 Solution a).

Dihydrogénophosphate de potassium 85¢g
anhydre (KH,PO,)

Monohydrogénophosphate de potas- 21,75 g

sium anhydre (K,HPO,)

Monohydrogénophosphate de sodium 3349
dihydraté (Na,HPO,,2H,0)

Chlorure d’ammonium (NH,C!) 05¢g
Eau (6.1): compléter a 1000 mi
Le pH de la solution doit normalement étre d’envi-
rony7,4:
6:2;1.2, Solution b).
Dissoudre dans 1000 mi d’eau (6.1), 22,5 g de sul-
fatede magnésium heptahydraté (MgS0,,7H,0).
6.2.1.3- | Solution c).

Dissoudre dans 1000 ml d’eau (6.1), 27,5 g de chlo-
rure de calcium anhydre (CaCl,) ou 36,4 g de chlo-
rure de calcium dihydraté (CaCl,,2H,0).

6.2.1.4 Solution d).

Dissoudre dans 1000 ml d’eau (6.1), 0,25 g de chlo-
rure de fer(lil) hexahydrate (FeCl,,6H,0). Préparer la
solution juste avant emploi.

NOTE 1  Cette précaution n’est pas nécessaire si l'on
ajoute a la solution une goutte d’acide chlorhydrigue
concentré (HCl) ou 04 g/t d'acide éthylénediamine-
tétracétique (EDTA).

6.2.2 Préparation du milieu d’essai.

Pour 1 | de milieu d”essai, ajouter juste avant emploi
a 800 mi d’eau (6.1).

— 10 ml de solution a);
- puis (pour éviter I’apparition de turbidité dans le

milieu final) 1 ml de chacune des solutions b), c)
et d).

Compléter a 1000 ml avec de I'eau {6.1).




7 Appareillage

S’assurer que la verrerie de laboratoire a été soi-
gneusement nettoyée et, notamment, qu'elle est
exempte de toute trace de substances organiques
ou toxiques.

Matériel courant de laboratoire, et

7.1 Fioles en verre, coniques (Erlenmeyers), ou
flacons permeitant la purge des gaz et V'utilisation
d’un agitateur magnétique (voir 8.3).

7.2 Systéme de production d’air sans dioxyde de
carbone, capable d’alimenter chacune des fioles a
un débit compris entre 50 mi/min et 100 ml/min et
constant a 10 % prés (voir exemple de montage
dans {"annexe A).

Vérifier I’absence de dioxyde de carbone dans le
systéme de production de I’air.

7.3 Dispositif de mesure du dioxyde de carbone,
analyseur de dioxyde de carbone, ou dispositif de
dosage titrimétrique aprés absorption totale dans
une solution alcaline (voir:emn annexe A e principe
de fonctionnement d’un systeme de dosage du
dioxyde de carbone produit).

7.4 Dispositif de filtration, comportant des mem-
branes de porosité adéquate (diametre nominal des
pores de 0,2 pm a 0,45 um), 'dans lequell"adsorption
des composés organiques ou le relargage du car-
bone organique sont réduits au minimum.

7.5 Dispositif de mesure de |a concentration en
carbone organique dissous.

7.6 Centrifugeuse.

7.7 pH-meétre,

8 Mode opératoire

8.1 Préparation des solutions d’essai

8.1.1 Solution du composé a expérimenter

Préparer une solution mére du composé a expéri-
menter dans le milieu d’essai (6.2). Diluer une
quantité adégquate de cette solution dans le milieu
d’essai préalablement aéré (voir 8.3) de facon a ob-
tenir une concentration finale de carbone organique
comprise entre 10 mg/l et 40 mg/!.
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NOTE 2 Les composés faiblement solubles dans I'eau
peuvent étre ajoutés directement au milieu, sous forme
solide ou liquide, dans la fiole appropriée; une Norme
internationale sera ultérieurement élaborée comme di-
rective a ce sujet.

8.1.2 Solution du composé de référence

Préparer une solution mére du composé de réfé-
rence (composé organique de biodégradabilité
connue, tel que I'acétate de sodium, fe benzoate de
sodium, Vaniline) dans te milieu d’essai (6.2) en
procédant comme en 8.1.1, de facon a obtenir une
concentration finale de carbone organique de
20 mg/l.

8.1.3 Solution destinée au test d’inhibition

Si nécessaire, préparer une solution contenant,
dans le milieu d’essai (6.2), le composé 3 expéri-
menter et le composé de référence aux concen-
trations respectivement définies pour les solutions
8.1.1et8.1.2

8.2, Préparation de 'inoculum

Préparer I'inoculum a partir de matériel provenant
d'une ou plusieurs des sources spécifiées ci-
dessous|- desfagon @lobtenir une population micro-
bienne suffisamment active. Vérifier son activité au
moyen du composé de référence (8.1.2).

La production de dioxyde de carbone dans la solu-
tion a blanc doit normalement étre comprise entre
30 mg/l et 40 mg/l et ne pas dépasser 70 mg/l. Il
peut étre utile, pour réduire Vinfluence du blanc, de
préconditionner la boue par aération pendant au
plus une semaine avant utilisation [voir I’ article 10

b)].

La quantité de carbone organique dissous apportée
par linoculum doit étre inférieure a 10 % de la
concentration initiale du carbone organique apporté
par le composé a expérimenter.

NOTE 3 Dans certaines circonstances, il est admis
d’utiliser des inocula préexposés, a condition que cela soit
clairement mentionné dans les résultats d’essai (par
exemple: pourcent de biodégradation = x %, avec ino-
cula préexposés) et que la méthode de préexposition soit
détaillée dans le rapport d’essai.

Des inocula préexposés peuvent étre obtenus a partir
d’essais de biodégradation en laboratoire effectués dans
difféerentes conditions (par exemple, essais SCAS ou de
Zahn-Wellens) ou a partir d'échantillons prélevés a des
emplacements oG sont réunies les conditions d’environ-
nement appropriées (par exemple, usines assurant le
traitement de composés identiques, zones contaminées,
etc.).
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8.2.1 [Inoculum provenant d’un effluent secondaire

Prélever un échantillon d’effluent secondaire prove-
nant d’une usine de traitement d’eaux résiduaires
d’origine principalement domestique. Conserver cet
échantillon dans des conditions aérobies et "utiliser
le jour du prélévement.

A partir de cet échantillon, préparer un inoculum en
procédant comme suit:

— laisser décanter I"échantillon pendant 1 h;

— prélever dans le surnageant un volume conve-
nable" de liquide, qui servira d’inoculum, et réa-
liser I'essai le jour méme.

8.2.2 Inoculum provenant d’une usine de traitement
des boues activées

Prélever un volume convenable” d’inoculum, par
exemple, un échantillon de boue activée pris dans
le bassin d’aération d’une usine de ftraitement
d’eaux résiduaires d’origine essentiellement do-
mestique.

Bien mélanger, conserver dans| des,conditions\aé-
robies et utiliser le jour du prélévement.

Déterminer, juste avant emploi, la concentration'des
matiéres en suspension?. Si nécessaire, concentrer
la boue par décantation afin que ie volume de boue
a utiliser pour obtenir 30 mg de matieres séches par
litre dans le mélange réactionnel soit minimal.

8.2.3 Inoculum provenant d'une eau de surface ou
d’un systéme affluent d’une station de traitement des
eaux domestiques

Prélever un échantillon d’eau de surface appro-
priée.

Cet échantillon, conservé en conditions aérobies,
doit étre utilisé le jour de sa préparation.

1} Un volume est dit «convenable»

= g’il permet d’obtenir une population suffisamment active;

Prélever pour l'inoculum un volume convenable? de
cet échantillon.

Si nécessaire, I'inoculum peut étre concentré par
fittration ou centrifugation.

8.3 Essai

Prévoir un nombre de fioles (7.1) suffisant pour que
Vexpérience comprenne au moins:

a) deux fioles destinées a |'essai proprement dit
{symbole Fy);

b} deux fioles destinées a I'essai & blanc (symbole
Fa);

c) une fiole destinée au contréle de l'activité de
Vinoculum (symbole F¢);

plus, si nécessaire,

d) une fiole destinée & la mise en évidence d’une
éventuelle dégradation abiotique du composé
(symbole Fg);

e) une fiole destinée a la mise en évidence d'une
éventuele "action \inhibitrice du composé (sym-
bole Fy).

Introduire dans chaque fiole les quantités appro-
priées de milieu d’essai (6.2) et d’inoculum (8.2),
stivant les indications fournies dans le tableau 1.

Homogénéiser le contenu des fioles et brancher
celles-ci au systéme de production d’air sans CO,
(voir 7.3 et annexe A).

Faire circuler dans les fioles, de 1’air ne contenant
pas de CO,, pendant 24 h, pour purger le systéme
du dioxyde de carbone. Aprés cette période d'aé-
ration, introduire la solution de Ba(OH), ou de
NaOH dans les flacons d’absorption du CO, {voir
annexe A) et les brancher en série a la sortie d’air
de chacune des fioles d’essai, ou brancher le sys-
teme de mesurage du CO,.

= g’il assure la dégradation du (des) composé(s) de référence au taux spécifié;

= 'l fournit de 103 & 105 cellules actives par millilitre;

= gi la production de CO, dans les solutions d’essai a blanc reste inférieure & 70 mg/l {(normalement 30 mg/l a

40 mg/l);

= si la concentration des matiéres en suspension dans le mélange réactionnel final est au plus équivalente a 30 mg

de boue activée par litre.
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Tableau 1 — Répartition finale du milieu d’essai et de V'inoculum

Solutions
) solution du solution du solution Inocufum?
milieu s Sy
d'essai composé a composé de destinée au test
Fiole expérimenter rétérence d’inhibition
(6.2) (8.1.1) (8.1.2) {8.1.3) (8.2)
litres ml
Fy Essal 0 2,5 0 0 n
Fy Essai 0 2,5 0 0 n
Fg Essal & blanc 2,5 0 0 0 n
Fg Essal a blanc 2,5 0 0 o n
F Test d'activité 0 0 2,5 0 n
Fg Test de dégradation abiotique (facultatif) 0 2,52 Q 0 0
F; Test d’'inhibition (facultatif) o] 0 0 2,5 n
1) It convient d"utiliser un votume d’inocuium (n ml} compatible avec la condition de validité relative au blanc [voir I” articie 10 b))
et permettant d’obtenir une population microbienne suffisante (voir 8.2).
2} Le volume de solution d’essai (8.1.1) contenu dans la fiole F, doit étre stérilisé par addition de 1 mi d’une solution contenant
10 g/l de chiorure de mercurelt (HgCl,), ou un autre composé toxique inhibant I’activité microbienne.

Ajouter dans les fioles les quantités prescrites (voir
tableau 1) des solutions méres _du composé 1 expé-
rimenter (8.1.1) et du composé-de référence (8.1.2),
et faire incuber pendant 28 jours a_température
constante (& + 1 °C prés) comprise ‘entre 20°C" et
25 °C.

Vérifier que le débit de 1I'air est le méme dans toutes
les fioles et est compris entre 50 ml/min__et
100 ml/min.

Mesurer la quantité de dioxyde de carbone libéré
dans chacune des fioles, a intervalles de temps ré-
guliers (par exemple, aux jours 1, 7, 14 et 28). Si
nécessaire, effectuer les mesurages & intervalles
plus courts et/ou sur une durée supérieure 3
28 jours.

L'annexe B décrit une méthode de dosage
titrimétrique du CO, applicable lorsqu’on utilise le
dispositif représenté dans Fannexe A.

Si la dégradation a atteint un niveau constant avant
la fin de la période de 28 jours, considérer Vessai
comme terminé.

Au dernier jour de l'essai (normalement le 28e),
acidifier toutes les fioles avec 1 ml d’acide chlorhy-
drique concentré afin de décomposer les carbo-
nates et bicarbonates. Poursuivre I’aération pendant
24 h, puis mesurer la guantité de dioxyde de car-
bone produite dans chacune des fioles.

NOTE 4 Le pouvoir tampon du milieu étant relativement
élevé, il est essentiel d’acidifier le mélange a la date du
dernier échantillonnage pour que I'ensemble du dioxyde
de carbone dissous puisse se dégager. Si l'on suit

également la biodégradation a travers le taux de dispari-
tion, du, COD, ;prélever ;au jour 0 et en fin d’'essai (avant
acidification)’ un‘échantillon dans chacune des fioles, et
effectuer le dosage.

9 Calcul et expression des résultats

9.1 ' "Calculs

9.1.1 Quantité de dioxyde de carbone produite par
la dégradation théorique du composé

La quantité théorique de dioxyde de carbone pro-
duite (ThCO,), en milligrammes, est donnée par la
formule

ThCO, = Cx I x 24
12
ou
C est la concentration du composé a expé-

rimenter dans la solution d’essai, mesu-
rée ou calculée en tenant compte de la
dilution a partir de la concentration du
composé dans la solution mére (8.1.1),
et exprimée en milligrammes de carbone
organique par litre,

vV est le volume de la solution d’essai, en
litres,

44 et 12 sont, respectivement, la masse molé-
culaire relative du dioxyde de carbone
et la masse atomique relative du car-
bone.
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9.1.2 Pourcentage de dégradation

Déterminer le pourcentage de dégradation D, pour
les fioles Fy (essai), la fiole Fg (test d’activité), et
éventuellement la fiole F| (test d’inhibition), a partir
de la quantité de dioxyde de carbone libérée pen-
dant chaque intervalle d’observation, en utilisant la
formule suivante:

b (S0 — (€O
T= ThCO,

x 100

ol

(CO,); est la moyenne, en milligrammes, de la
quantité totale de dioxyde de carbone li-
bérée dans les fioles Fy entre le début
de 'essai et 'instant ¢,

(CO,)g est la moyenne, en milligrammes, de la
quantité totale de dioxyde de carbone li-
bérée dans les fioles Fg entre le début
de I'essai et I'instant ¢,

ThCO, est la quantité théorique de dioxyde de
carbone produit, exprimée en milligram-
mes et calculée comme indiqué en 9.1.1

- NOTES

5 Le pourcentage de dégradation abiotique '(fiole Fg)-est
calculée de la méme fagon mais sans tenir compte de
(COs)e.

6 Le dosage du COD peut étre’utilisé pour déterminerle
pourcentage final de dégradation D, {voir 1SO 7827).

9.2 Expression des résultats

Regrouper dans un tableau les pourcentages de
dégradation obtenus pour chaque intervalle d’ob-
servation et chaque fiole. Si les résultats obtenus
pour les deux fioles d’essai sont comparables, tra-
cer une courbe de dégradation moyenne en fonction
du temps (voir exemple dans I’'annexe C).

indiquer également les quantités de dioxyde de
carbone libéré dans les fioles destinées aux tests
de dégradation abiotique (Fg) et d’inhibition (F)), si
elles sont incluses dans |"essai.

10 Validité des résuiltats
L’essai est considéré comme valide si

a) le pourcentage de dégradation dans la fiole Fg
(test d’activité) est supérieur a 50 % au 14¢e jour;

b) ia gquantité de CO, dégagée par la solution a
blanc au cours de I'essai n’est pas significative.
La quantité totale de CO, libéré dans les solu-
tions a blanc en fin d’essai doit normalement
étre comprise entre 30 mg/! et 40 mg/l et ne pas
dépasser 70 mg/l.

Si la fiole F; (test d’inhibition) est incluse dans I'ex-
périence, on considére que le composé est inhibi-
teur si le pourcentage de dégradation dans la fiole
est inférieur & 25 % au bout de 28 jours. Dans ce
cas, répéter la série d’essais avec des concen-
trations plus faibles de composé.

11 Rapport d’essai

Le rapport d’essai doit contenir toutes les infor-
mations utiles, notamment:

a) référence a la présente Norme internationale;

b) toutes informations nécessaires a V'identification
du composé expérimenté;

¢)’ nom“et concentration du composé de référence
utilisé;

d) ensemble des résultats obtenus (présentés sous
forme de tableau), y compris pour le test d’acti-
vite de l'inoculum (fiole Fe) et, éventueliement,
les tests d’inhibition (fiole F|) et de dégradation
abiotique (fiole Fg), et courbe de dégradation;

e) principales caractéristiques de [‘analyseur de
carbone utilisé;

f) principales caractéristiques du dispositif de do-
sage du dioxyde de carbone utilisé;

g) motifs d'un éventuel rejet de V'essai (voir
article 10);

h) éventuellement, méthode de préconditionnement
ou de préexposition de I'inoculum;

i)y concentration du composé expérimenté et teneur
en COD correspondante;

j} origine, caractéristiques et volume de I'inoculum
utilisé;

k) toute autre indication importante concernant le
mode opératoire suivi.
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Annexe A
(informative)

Principe de fonctionnement d’un systéme de dosage du dioxyde de carbone libéreé

Alr comprimé

-

Regulateur
de débit
Flole
d‘essal
Plage A dioxyde Indicateur de dioxyde Agitat Plage A dloxyde de
de carbone (NaOH} de carbone [Ba(0HY 2] gifareur carbone [Ba(OH)20u NaOH]

Figure A.1

Le systeme est alimenté en air comprimé, ou en air
artificiel ne contenant pas de dioxyde de carbone, a
pression faible et constante.

L"air passe dans une solution d’hydroxyde de so-
dium qui piege le dioxyde de carbone, puis dans une
solution d’hydroxyde de baryum utilisée comme in-
dicateur pour vérifier I’absence totale de dioxyde de
carbone.

L'air est ensuite utilisé pour aérer le mélange
réactionnel contenu dans les fioles d’essai. Si la
biodégradation a lieu, du’ dioxyde de carbone est
produit et absorbé dans un second piege, contenant
une solution d’hydroxyde de sodium ou de baryum.
Dans le premier cas, le dioxyde de carbone est dosé
comme carbone inorganique dissous par un analy-
seur. Dans le second cas, il est dosé par titrimétrie
suivant la méthode décrite dans I"'annexe B. Il est
alors nécessaire d’utiliser une série de trois pieges.
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