NORME
INTERNATIONALE

ISO
10634

Premiére édition
1995-08-15

Qualité de I'eau — Lignes directrices pour

la préparation et le traitement des

composés organiques peu solubles dans
I'eau len vue de!l'évaluation de leur

biodégradabilité en milieu aqueux

Water.quality | -Guidance -for the preparation and treatment of poorly
water-soluble organic.compounds for the subsequent evaluation of their

biodegradability in an aqueous medium

Numéro de référence
ISO 10634:1995(F)



ISO 10634:1995(F)

Avant-propos

L'ISO (Organisation internationale de normalisation) est une fédération
mondiale d'organismes nationaux de normalisation {(comités membres de
I'1SO). L'élaboration des Normes internationales est en général confiée aux
comités techniques de I'ISO. Chague 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 gouvernemen-
tales, en liaison avec I'ISO participent également aux travaux. L'ISO colla-
bore 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’ co-
mités membres votants.

La Norme internationale 1SO 10634 a été élaboree par le comité technique
ISO/TC 147, Qualité de I'eau, sous-comite SC 5, Méthodes biologiques.

L'annexe A de la présente Normesinternationale 'est/'donnéeunigliement
a titre d'information.
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Introduction

Les travaux de normalisation menés au sein de I'lSO/TC 147/SC 5 ont
montré qu'il n'était pas envisageable de normaliser dans I'immédiat une
méthode unique pour I'évaluation de la biodégradabilité des composés
organiques peu solubles dans I'eau. En effet, le choix du mode opératoire
le plus approprié pour obtenir une émulsion ou une dispersion satisfai-
sante de ces substances dans les milieux d'essai dépend, en particulier,
de leurs propriétés physico-chimiques. Il est donc nécessaire de laisser a
I'appréciation du laboratoire chargé des essais la sélection de la méthode
la plus adaptée en fonction de son expérience propre et des informations
sur les produits fournis par le demandeur. C'est pourquoi la présente
Norme internationale décrit plusieurs techniques pour le traitement des
composés organiques peu solubles avant de réaliser des essais de biodé-
gradabilité en,ayant pour objectif delfaite.en sorte que, pour une technique
donnée, le' méme mode opératoire soit mis en ceuvre par tous les labora-
toires, rendant ainsi plus.aisée\la comparaison des résultats.

Les techniques décrites dans la présente Norme internationale ne donnent
pas nécessairement,Jes mémes résultats lorsqu'elles sont menées en
paraliele. L'emploi de solvants et.de techniques de dispersion ou d'émul-
sion peuvent étre des sources supplémentaires d'erreurs et peuvent
conduire & des resultats d'essai différents de ceux obtenus sans utiliser
ces techniques. De plus, des dispersions ou émulsions n'existant pas
comme telles & I'état naturel peuvent étre produites pour lesquelles le taux
et le degré de biodégradabilité sont augmentés en raison de la présence
de fines particules. Ces faits doivent étre considérés pour I'évaluation et
l'interprétation des résultats d'essai de biodégradabilité. Il est recom-
mandé de réaliser, en premier lieu, les essais de biodégradabilité par ad-
dition directe du composé a expérimenter et de réaliser cet essai en
paraliéle aux essais faisant appel aux techniques de dispersion.

Normalement, il est recommandé de soumettre & I'essai des composés
purs ou pratiguement purs. Si des mélanges ou des substances
multicomposés sont examinés, |'utilisation de solvants et de techniques
de dispersion peuvent conduire a des distributions hétérogénes non re-
présentatives et & des résultats d'essai de biodégradabilité erronés.
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Qualité de I'eau — Lignes directrices pour la
préparation et le traitement des composés organiques
peu solubles dans I'eau en vue de I'évaluation de leur
biodégradabilité en milieu aqueux

1 Domaine d'application

La présente Norme internationale décrit quatre tech-
niques pour la préparation des composés organiques
peu solubles dans |'eau et leur introduction dans des
récipients d'essai en vue d'essais de biodégradabilité
en milieu agueux selon des méthodes- normalisées.
Les composés a expérimenter en guestion ne sont
pas suffisamment solubles dans I'eau pour étre sou-
mis aux essais de biodégradabilité classiques, cormme
décrit dans les méthodes 'd'essai respectives citees
dans l'article 2.

Les techniques de préparation sont les suivantes:

— addition directe (article 3): cette technique est ré-
servée aux composés d'essai non volatils, si des
solvants ou des supports inertes sont utilisés;

— dispersion aux ultrasons (article 4): cette techni-
que peut étre appliquée aux composés liquides
non volatils et aux composés solides;

~— adsorption sur un support inerte (article 5):

— dispersion ou émulsion par un émulsifiant
{article 6).

Les essais ultérieurs de biodégradabilité sont princi-
palement effectués par analyse du dioxyde de car-
bone dégagé (voir ISO 9439) et par détermination de
la consommation d'oxygéne (voir ISO 9408). La pré-
sente Norme internationale ne reprend pas la des-
cription de ces méthodes; elle se limite & Ila
description des technigues d'introduction des sub-

stances expérimentées dans le milieu d'essai et au
maintien de ces substances a |'état dispersé. La mise
en ceuvre de ces technigues doit étre réalisée en
respectant par ailleurs les conditions expérimentales
décrites dans les méthodes normalisées pour |'éva-
luation de la’biodéegradabilité. Il convient de noter que
les produits chimiques volatils ne peuvent étre expé-
rimentés] suivant la méthode du dioxyde de carbone
prescrite dans I'lSO 9439.

2 Références normatives

Les normes suivantes contiennent des dispositions
qui, par suite de la référence qui en est faite, consti-
tuent des dispositions 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 prenantes
des accords fondés sur la présente Norme internatio-
nale sont invitées a rechercher la possibilité d'appli-
quer les éditions les plus récentes des normes
indiguées ci-aprés. Les membres de la CEl et de 'I1SO
possédent le registre des Normes internationales en
vigueur a un moment donné.

ISO 9408:1991, Qualité de I'eau — Evaluation, en mi-
lieu aqueux, de la biodégradabilité aérobie «ultimen»
des composés organiques — Méthode par détermi-
nation de la demande en oxygéne dans un
respiromeétre fermé.

ISO 9439:1990, Qualité de I'eau — Evaluation, en mi-
lieu aqueux, de la biodégradabilité aérobie «ultimen
des composés organiques — Méthode par dosage du
dioxyde de carbone dégagé.
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3 Addition directe
L'une des techniques suivantes peut étre utilisée.

— Le composé expérimenté est pesé et introduit di-
rectement dans les récipients d'essai maintenus
sous agitation.

NOTE 1 Certains composés organiques difficiles a
dissoudre dans l'eau se dissolvent plus facilement en
présence de base ou d'acide. lls peuvent étre introduits
sous forme de solution mére acide ou basique, sous
réserve qu'aucune réaction importante du composé ex-
périmenté n'ait lieu. Le milieu d'essai est ajusté a la
neutralité avant ajout de l'inoculum.

— Le composé expérimenté est pesé sur un support
inerte approprié et introduit dans les récipients
d'essai maintenus sous agitation.

— Une solution du composé expérimenté est prépa-
rée dans un solvant organique volatil et introduit
dans les récipients d'essai maintenus sous agi-
tation.

Le solvant, qui doit étre utilisé encguantités Mmini-
males, est ensuite éliminé, si possible complé-
tement, par agitation, avant l'addition d( milieu
d'essai.

3.1 Réactifs

Un solvant organigue volatil est choisi en fonction de
son pouvoir solubilisant vis-a-vis du composé expeéri-
menté.

Le solvant choisi ne doit réagir ni avec le compose
expérimenté, ni avec aucun des composants du mi-
fieu.

Le solvant ne doit étre ni biodégradable, ni toxique
vis-a-vis des bactéries dans les conditions des essais
ultérieurs de biodégradabilité, notamment s'il ne peut
étre suffisamment éliminé.

Des solvants appropriés sont |'acétone et le dichloro-
méthane.

3.2 Appareillage

3.2.1 Supports inertes, pouvant étre introduits
dans les récipients d'essai, par exemple lamelles de
microscope.

3.2.2 Agitateurs, en nombre suffisant pour assurer
une agitation de l'ensemble des récipients d'essai
utilisés dans les essais de biodégradabilité respectifs.
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Les barreaux d'agitation doivent étre d'un matériau tel
gu'aucun ingrédient du revétement en matiére plasti-
gue ne contamine le milieu d'essal et gu'aucune
adsorption des composés expérimentés ne se pro-
duise. Le réchauffement des récipients d'essai par
agitation et I'augmentation de la température d'essai
doivent étre évités.

3.3 Mode opératoire

3.3.1 Addition directe

Les composés expérimentés de structure cristalline
peuvent étre pesés et introduits directement dans les
récipients d'essai.

Les composés fiquides non visqueux peuvent étre
ajoutés a I'aide d'une seringue volumétrique de haute
précision.

Les composés expérimentés suffisamment solubles
dans I'eau dans des conditions acides ou basiques
peuvent étre introduits sous forme de solution mére.
Preparer-une [solution! mére d'un tel composé dans
I'eau, déionisée, ajustée a un pH suffisamment faible
ow &leve! a. d'aide d'acide ou de base inorganique.
Ajouter une quantité appropriée de solution mére au
miliew d'essai afin d'obtenir la concentration du com-
posé expérimentg voulue.dans les récipients d'essai.
Mesurer leopH du milieu et l'ajuster si necessaire
avant ajout de l'inoculum.

3.3.2 Utilisation d'un support

Broyer le plus finement possible les composés soli-
des expérimentés avant la pesée. Peser les substan-
ces liguides ou visqueuses sans traitement ou si
possible solidifier dans l'azote liquide et broyer fi-
nement avant la pesée.

Effectuer la pesée, sur un support (3.2.1), d'une
guantité de composé correspondant a la concen-
tration initiale de carbone organique requise par la
méthode d'essai utilisée.

Introduire un support dans chaque récipient d'essai,
le support sans composé expérimenté étant introduit
dans chacun des récipients témoins.

Maintenir sous agitation a l'aide des agitateurs (3.2.2)
pendant la durée de |'essai de biodégradabilité.

3.3.3 Utilisation d'un solvant

Préparer une solution de composé expérimenté dans
un minimum du solvant organique retenu (3.1).
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Introduire, dans les récipients d'essai, la quantité de
solution nécessaire pour obtenir la concentration ini-
tiale de carbone organique requise par la méthode
d'essat utilisée.

Introduire la méme quantité de solvant seul dans
chacun des récipients témoins.

Evaporer le solvant si possible completement par des
méthodes appropriées.

NOTE 2 La solution d'essai peut étre répartie sur le fond
des récipients d'essai et le systeme est ensuite purgé a
i'aide de gaz et/ou est agité. Les derniéres traces de solvant
sont difficiles a éliminer. Si le solvant est biodégradable ou
inhibiteur vis-a-vis des bactéries, des interférences peuvent
se produire.

Procéder ensuite a |'essai de biodégradabilité.

4 Dispersion aux ultrasons

Une émulsion ou une dispersion du composé expéri-
menté et préparée au moyen d'une sonde & ultrasons
et est introduite dans les récipients d'essai maintenus
sous agitation (voir 3.2.2).

4.1 Appareillage

4.1.1 Transducteur d'ultrasons, permettantO de
produire une fréquence dienviron|20:kHz.

4.1.2 Agitateurs, en nombre suffisant pour assurer
une agitation de l'ensemble des récipients d'essai
{voir 3.2.2).

4.2 Mode opératoire

Dans un bécher de 500 mi contenant environ 400 m!
d'eau déionisée, ajouter par exemple 10 g ou 10 ml
du composé expérimenté.

Le composé expérimenté doit étre en excés de fagcon
a obtenir une solution saturée.

Installer le transducteur d'ultrasons (4.1.1) de fagon
que son extrémité se situe le plus prés possible de
I'interface entre 'eau et le composé expérimenté.

Agiter a l'aide d'un agitateur (4.1.2) de facon que le
compose soit entrainé au fond du bécher.

Régler la fréquence des ultrasons & environ 20 kHz
pendant environ 30 min.

Apres l'arrét de 'appareil a ultrasons, laisser décanter
15 min & 30 min, puis transvaser I'émulsion ou la dis-
persion du composé expérimenté en excés dans un
autre récipient.
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NOTES

3 Les proportions et les chiffres sont donnés 3 titre indi-
catif. lls dépendent des caractéristiques du composé expé-
rimenté.

4 Certaines substances sont sujettes a décomposition
thermique lorsqu'une production de chaleur a lieu & I'extré-
mité de I'électrode. Cela peut également conduire 3 une
élevation de la température de la solution. Ce probleme
peut étre évité par mesurage et controle de la température,
réduction de la puissance de |'appareil & ultrasons ou
sonication intermittente. Dans certains cas, on peut ren-
contrer des problémes dus & la destruction de la substance.
Dans ce cas, il est recommandé d'utiliser une autre mé-
thode.

Analyser, par une méthode d'analyse appropriée
[analyse spécifique ou analyse du carbone organique
total (COT)], une partie aliquote de |'émulsion ou de
la dispersion obtenue pour déterminer la concen-
tration du composé expérimenté.

Introduire un volume approprié de |'émulsion ou de la
dispersion dans chacun des récipients d'essai afin
d'obtenir la concentration initiale de carbone organi-
que requise/par{la,méthode d'essai utilisée.

Maintenif \sous agitation pendant la durée de |'essai
de biodégradabilité.

NOTE 5 |l peut étre difficile d'obtenir une émulsion ou
uned dispersion/stable!Un soin particulier est donc requis
lorsques les parties aliquotes sont réparties dans les réci-
pients d'essai. S'il s'avere impossible d'obtenir une émul-
sion suffisamment stable ou une concentration
suffisamment élevée pour effectuer |'essai, le composé
expérimenté peut étre directement introduit dans le milieu
d'essai et dispersé au moyen d'ultrasons dans les récipients
d'essai avant 'introduction de I'inoculum.

5 Adsorption sur un support inerte

Le composé expérimenté est adsorbé sur un support
inerte est introduit dans les récipients d'essai. Il est
maintenu dispersé par agitation continue.

5.1 Réactifs

5.1.1 Support inerte

On peut utiliser du gel de silice, des filtres en fibres
de verre ou tout autre support inerte non biodégrada-
ble ne relarguant pas de carbone organique ou
inorganique dans le milieu aqueux.

Il est recommandé de valider ce dernier par des étu-
des préliminaires afin d'établir son inertie et I'absence
de carbone; pour éviter ou minimiser les effets de
surface, la quantité de support doit &tre minimale. Le
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composé expérimenté devrait étre adsorbé sur la
surface mais ne devrait ni étre adsorbé, ni étre fixé
trop intensément sur le support.

NOTE 6 Par exemple, si le gel de silice est utilisé, les
supports suivants conviennent:

— gel de silice pour chromatographie en couche mince
(granulométrie 15 um);

— silice pour chromatographie sur colonne (granulométrie
200 pm a 500 um).

5.1.2 Solvant

Un solvant volatil est choisi en fonction de son pouvoir
solubilisant vis-a-vis du composé expérimenté.

I| doit &tre non toxique vis-a-vis des bactéries et si
possible non biodégradable dans les conditions des
essais de biodégradabilité. Cela doit étre examine
préalablement ou lors de I'essai de biodégradabilité.

Selon le composé expérimenté, l'acétone ou le di-
chlorométhane peuvent étre appropriés.

5.2 Appareillage

5.2.1 Agitateurs, en nombre suffisant pour assurer
une agitation de l'ensemble des récipients d'essai
(voir 3.2.2).

5.3 Mode opératoire

Préparer la quantité de composé expérimenté a im-
prégner sur le support nécessaire a l'essai de biodé-
gradabilité utilisé.

A titre d'exemple, mettre en contact sous agitation,
dans un ballon de 250 ml, pendant 2 h, 30 g de sup-
port (6.1.1) et 150 ml d'une solution du composé ex-
périmenté a 1 g/l dans le solvant choisi (5.1.2). En
paralléle, effectuer la méme manipulation en utilisant
seulement le support et le solvant comme témoin.

Dans les deux cas, récupérer le support et sécher par
évaporation totale le solvant. Cela peut étre réalisé en
utilisant, successivement, un évaporateur rotatif, une
étuve ventilée et une étuve a vide a environ 45 °C.

NOTE 7 Les dernieres traces de solvants peuvent étre
difficiles a éliminer. Des interférences peuvent se produire
si le solvant est biodégradable ou inhibiteur vis-a-vis des
bactéries.

Déterminer la quantité de substance imprégnée sur le
support pour trois échantillons de 1,5 g ou plus par
I'un des moyens suivants:
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— dosage élémentaire de la quantité de carbone
provenant du composé, a l'aide d'un analyseur de
carbone total & haute température et en déduisant
ensuite les valeurs obtenues sur le support traité
par le solvant seul;

— détermination de la demande chimique en oxy-
géne de la substance imprégnée sur le support
inerte et en déduisant ensuite les valeurs obte-
nues sur le support traité par le solvant seul;

— extraction du composé par un solvant organique
et dosage par une méthode d'analyse spécifique.

A partir de la quantité de composé expérimenté fixé
sur le support, déterminer la quantité de support a
introduire dans les récipients d'essai pour obtenir la
concentration initale de carbone organique requise par
la méthode d'essai utilisée.

Introduire la méme quantité de support traité par le
solvant seul dans chacun des récipients témoins.

Une biodégradabilité possible du solvant doit étre
prise en_compte pour le_calcul des résultats d'essai.

Maintenir_sous_agitation pendant la durée de l'essai
deshiodégradabilite.

6 Dispersion par un émulsifiant

Une (émulsion ou une dispersion du composé expéri-
menté est préparée au moyen d'un émulsifiant et est
introduite dans les récipients d'essai maintenus sous
agitation.

6.1 Réactifs

6.1.1 Solvant pour la mise en émulsion

Un solvant, volatil si nécessaire et suffisamment
miscible a I'eau, est choisi en fonction de son pouvoir
solubilisant vis-a-vis du composé expérimenté. |l peut
étre difficile d'éliminer les solvants trés miscibles &
I'eau. Dans ce cas, il convient de ne pas les utiliser.

Le solvant doit étre non toxique vis-a-vis des bactéries
et non biodégradable dans les conditions des essais
de biodégradabilité (par exemple le pentane, I'hexane
ou le 1,1-dichloro-1-fluoroéthane).

6.1.2 Emulsifiant

L'émuisifiant ne doit étre ni biodégradable ni toxique,
dans les conditions des essais de biodégradabilité.

NOTE 8 Si la biodégradabilité et l'inhibition vis-3-vis des
bactéries de I'émulsifiant ne sont pas connues, il est re-
commandé de les examiner préalablement ou lors d'essais
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supplémentaires aux essais de biodégradabilité, par exem-
ple en utilisant un récinient contenant |'émulsifiant seul pour

LTS =T POV

determmer la biodégradabilité et un récipient contenant
I'émulsifiant et une substance de référence telle que le
benzoate de sodium afin de déterminer I'inhibition.

A titre d'exemple, les substances suivantes® peuvent
étre utilisées:

a) bloc d'un copolymere d'oxyde d'éthyléne et
d'oxyde de propylene dont la valeur dequnhbre

entre ses pouvoirs hydrophile et lipophile est
d'environ 9;

b) bloc d'un copolymere d'oxyde d'éthylene et
d'oxyde de propyléne, dont la valeur d'équilibre
entre ses pouvoirs hydrophile et lipophile est
d'environ 13,5;

c) sorbitan tri-oléate de polyéthyléne.

6.2 Appareillage

6.2.1 Agitateurs, en nombre suffisant pour assurer
une agitation de l'ensemble des) récipients ‘dlessai
{voir 3.2.2).

6.3 Essais préliminaires pour le choix de
I"émulsifiant

Par exemple, préparer trois solutions du composé
expérimenté (x mg) dans y ml de solvant (6.1.1) (en-
viron 10 ml dans le cas du 1,1-dichloro-1-fluoroéthane)
en présence de chacun des émulsifiants suivants:

a) substance [6.1.2a)] seule a 4;- mg;

b) substance [6.1.2b)] seule a % mg;
c) meélange de substance [6.1.2a)] a

substance [6.1.2b)] & —2— mg.

—2— mg plus
La quantité de composé dissous dans le solvant
(x mg) est calculée de maniere a obtenir la concen-
tration de carbone organique dans le composé expé-
rimenté dans le milieu d'essai requise par la méthode
d'essai utilisée.

Homogénéiser par agitation modérée pendant
10 min, puis ajouter goutte a goutte la solution obte-
nue dans le volume de milieu d'essai requis dans
chaque récipient d'essai prescrit pour l'essai de bio-
dégradabilité.
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Eliminer le solvant en poursuivant I'agitation (dans le
oo PPN P PR Y U

Las uu I I-UILIIIUIU'I nuoroetnane par exemple | n a
30 °C) ou par tout autre moyen approprié.

Choisir par évaluation visuelle la préparation a), b) ot

diilld 2UCH alil LS4 ou

¢) permettant d'obtenir I'émulsion la plus homogene‘

6.4 Mode opératoire

Préparer le nombre d'émulsions ou de dispersions
nécessaires a la mise en ceuvre de l'essai de biodé-
gradabilité utilisé selon le mode opératoire retenu
suite aux essais préliminaires.

Préparer une émulsion ou une dispersion contenant
le milieu d'essai et I'émulsifiant seul afin de disposer
d'un récipient témoin permettant de vérifier que
I'émulsifiant n'a pas une dégradation supérieure a
environ 10 % par comparaison avec le composé ex-

périmenté.

Prendre en compte les résultats obtenus pour ce ré-
cipient dans le calcul des résultats d'essai.

Maintenir sous‘agitation pendant la durée de |'essai
de biodégradabilité.

7 _Rapport d'essai

Le rapport d'essai relatif a la biodégradabilité des
composés peu solubles doit contenir, en premier lieu,
les données requises par la méthode normalisée de
biodégradabilité. De plus, it doit contenir la référence
a la présente Norme internationale en précisant la
méthode utilisée, éventuellement toute modification
du mode opératoire, et il doit comporter les infor-
mations suivantes:

a) prétraitement éventuel du composé avant |'essai;
b) méthode d'introduction du compose expérimenté;
c) durée et intensité du traitement;

d) nature et quantité de support, de solvant ou
d'émulsifiant;

e) concentration du composé dans |'émulsion ou la
dispersion;

f) rendement d'adsorption du composé expéri-
menté;

1} Synperonic PE/P94, Synperonic PE/P103 et Tween 85 sont des exemples de produits appropriés disponibles sur le marché
pour les substances a), b} et c) respectivement. Cette information est donnée a I'intention des utilisateurs de la présente Norme
internationale et ne signifie nullement que I''SO approuve ou recommande I'emploi exclusif des produits ainsi désignés.
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