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The present study is making a state of the art concerning the new biodegradability test methods
available to measure the biodegradability of surfactants contained in detergents.

it is intended to be used for determining which developments are to be considered by priority, in
the field of analytical techniques and biodegradation test methods needed to update Directive
73/404/EEC on detergents and daughter Directives.

To help in the realisation of this project, the consultant has used the results of the research
provided by the expert rapporteur for each surfactant, namely anionic, non-ionic, cationic and
amphoterics. In addition, all the relevant issues regarding this subject have been collected from
recent literature and have been assembled in this report.

Two major areas of development have been investigated. One concerns the analytical methods
used for determining the concentration of surfactants in the biodegradation test. The other
concerns the operational aspect of biodegradation tests.

Regarding the analytical techniques used, both semi-specific and specific analysis have been
described.

For the determination of the concentration of anionic and non-ionic surfactants, the
semi-specific methods currently used (Directive 82/242 and 82/243) are still valid today. The
possibility to include a new analytical semi-specific method in the Directive is also envisageable.
The real problem encountered concerns mainly the separation of the surfactants from interfering
substances.

For cationic surfactants, the semi-specific disulfine blue method has been reported as a
candidate for inclusion in the Directive. However, some questions regarding the applicability of
this method to all categories of cationic surfactants have to be discussed. Furthermore, the
method needs to be validated by an intercomparison test between European laboratories.

A semi-specific method for measuring the concentration of amphoteric surfactants is under
development/test by industry. The results of this exercise are expected to help deciding on
further measures. ’

In general, the alternative instrumental techniques aliowing the determination of the concentration
of specific surfactants within each classes of surfactants, are used for environmental samples
(rivers, sediments, etc.) which have very low concentration. Thus, these methods are not exactly
suited for samples from biodegradability tests.

However, for surfactants not responding to the current semi-specific analytical methods such as
MBAS, BiAS or DBAS, these instrumental methods may be the only alternative.

Regarding the operational aspects of the biodegradation tests, the latest developments
concerning two types of test have been investigated; the screening tests and the activated sludge
simulation tests.

In addition to the existing OECD/die-away test to measure the primary biodegradability of
surfactants, several screening tests to measure the ultimate biodegradability of chemical
substances have been well validated.

It has been suggested to incorporate these tests in the overall decision strategy used to allow
surfactants on the market.
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A comparison of the operational parameters is provided.

The latest developments concerning the activated sludge simulation tests have also been
presented and suggestions of modification to the existing operation parameters have been made
to apply these methods to surfactants.
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Since 1996 the services of the Commission have undertaken to examine the existing European
legislation on detergents in force since 1973 in order to propose its updating in relation to the
scientific and technical progress of today.

To achieve this objective the Commission has proposed to take the following points into
consideration:

* Does the existing legislation on detergents still respond to today's requirements
conceming the high level of protection of men and the environment?

* Is this existing legislation still well integrated into fast changing international arena
concerned with environmental issues?

* Are there important scientific and technical progress to take into account for a possible
up-dating of the legislation?

To answer to these questions a task force with several experts groups was created.

Regarding technical issues relating to the problems of primary biodegradability of surfactants the
services of the Commission established a group of experts within this task force.

One rapporteur per class of surfactants i.e. anionics, non-ionics, cationics and amphoterics
volunteered to submit to the Commission a short review of the state of the art concering the
latest development in the field of analytical techniques for the determination of primary
biodegradability of these surfactants.

The task assigned by the services of the Commission to Europlus was to examine any new
biodegradability tests, including the analytical methods, which could serve the purpose of
determining the primary biodegradability of surfactants contained in- detergents. The reports
provided by each rapporteur was used as a basis to carry out this task.

In addition, all recent developments concerning this topic published in the literature were
examined and reported.

Throughout the establishment of his report, the consultant took contact with the services of
the Commission and with the Industry and national co-ordinators. He wishes to thank all
those who have co-operated so actively to the realisation of this report.

To fulfil the request of the services of the Commission the contractant has divided his report in
two subjects:

= One concerns the existing analytical methods for the determination of surfactants

= The other concerns the existing biodegradation tests.
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The analytical methods to detect the different classes of surfactants are of two types:

1. Semi-specific (i.e. applicable to the ‘entire’ class of surfactants) or
2. Specific (i.e. applicable to single compounds within the class of surfactants).

The latter methods are essentially instrumental techniques using chromatography whereas the
former are classical chemical methods principally based on colorimetry.

In the following chapters, the methods of analysis will be presented with respect to each class of
surfactant i.e. anionic, non-ionic, cationic and amphoteric.

A summary of the analytical methods available for each class of surfactants is given in tables 1a
to 1e. ‘ :

2.1 _ANIONIC SURFACTANTS

2.1.1 Semi-specific method

The classical method currently used to follow the primary biodegradation of anionic surfactants is
a colorimetric method. The principle of the method is that the anionic surfactant reacts with a
cationic dye to form a paired ion association complex which is soluble in organochlorinated
solvents.  After extraction the concentration of the paired ion is then determined
spectrophotometrically.

The cationic dyé used is methylene blue.

Methylene Blue Active Substances- MBAS

Soaps, carboxylates, phosphates and phosphonates anionic surfactants do not react to
methyiene blue (see also table 2a for applicability).

The following procedure is currently applied to measure anionic surfactants (Painter 1995):

* Reaction of the anionic surfactant with the methylene biue
* Extraction of the complex from the alkaline solution of the dye into chloroform

* Back extraction from the chloroform phase with an acidified methylene blue solution (to
remove interference such nitrate and chloride anions)

* Determination of the complex concentration by spectrophotometry at 650 nm.

in paraliel to the blank a series of concentrations of a chosen standards are run to obtain the
calibration curve.

Both sulphates and sulphonates react to the methylene blue. To differentiate between the two
classes of anionic surfactants, the sample can be hydrolysed in acid. Alkyl sulphates and also
ethoxy sulphates will be transformed into inorganic sulphate and the corresponding alcohol.

For LAS extraction is reported to be completed from Csg to Cg while for homologues with a lower
number of carbon extraction occurs to a less extend.

The detection limit is in the range of 0.02- 0.05 mg/l.
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This analytical method is described in the European legislation on detergents Directive
82/243/EEC.

This method has also been adopted by the OECD (1976) and as a standard by ISO (1984a).

An automated method for the methylene blue active substances is also available. It is reported
that in the presence of suspended solids, the results may be lower than those obtained by using
the manual method because of adsorption of the complex on the solid in the coil system.

Limit of detection: 0,2 mg/l.

2.1.2 Instrumental analytical methods

Thin Layer Chromatography (TLC), Gas Chromatography (GC) and High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) methods have been used with success for the determination of anionic
surfactants. TLC is considered as a semi-quantitative method.

These methods can be used for separating the different types of anionic surfactants and also for
the determination of homologues and isomers.

Gas Chromatography - CG

As it is the case for non-ionic surfactants gas chromatography cannot be applied to anionic
surfactants if they have not been previously derivatised. This is due to the low volatility of these
compounds.

Derivatives used today include methyl esters, fluoride and also thiols. Conditions for separation
depend on the efficacy of capillary column used and on the temperature programming system.

GC coupled to mass spectrometry offers powerful means of detection.

High Performance Liquid Chromatography - HPLC

The most commonly used instrumental technique for the determination of anionic surfactants in
waste waters, activated sludge or in environmental samples is certainly HPLC. This method
allows to identify all homologues and isomers present for one type of anionic surfactant for
example LAS (Feijtel et all 1995).

The advantage of HPLC over gas chromatography is that derivatisation is not needed. On the
other hand preconcentration is required.

The following steps are required to carry out the determination of anionic surfactants (LAS) by
HPLC (Matthijs & De Henau 1987):

* Liquid samples are dried and extracted several times with methanol

* Column ion exchange to separate the anionics from other surface active materials
* Elution and concentration of the LABS onto a reversed-phase column

* Elution of concentrate extract with methanol

* Analysis on a reversed - phase HPLC system with a fluorescence detector at
230-290 nm.

Alternatively UV detection at 230 nm or a sulphur-specific inductively coupled argon-plasma
emission spectrometer detector can also be used.

The method can been made compound-specific and the detection limit can be as low as 1 ug/l.
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2.2 NON-IONIC SURFACTANTS

2.2.1 Semi-specific methods

The semi-specific methods for the determination of non-ionic surfactants are based on the
formation of a compiex between the polyethoxylated chain and an inorganic cation followed by
the reaction of this complex with an anionic compound to yield a precipitated salt or a solvent
extractable colour compound. A major draw back to these methods is the interference of other
surfactants and of other organic compounds.

Given that the reaction involves the polyethoxylated chain, non-ionic surfactants not containing
ethoxylates will not react. This is the case for some sugar derivatives (see table 2b for

applicability).

Bismuth Active Substances- BiAS

The polyethoxylated part of the non-ionic surfactants forms a precipitate with a preparation
containing barium tetraiodobismuthate (Dragendorff reagent). Complexes can be formed when
the non-ionic surfactant contains a chain of more than five ethoxylates (>EO5). The surfactant is
measured by potentiometric titration of the bismuth in the precipitate.

The following procedure is currently applied to measure non-ionic surfactants
(Wickbold 1972):

Removal of particulates by filtration (raw sample from the biodegradation test)

Sublation into ethyl acetate using a stream of nitrogen

Removal of cationic surfactants by cation exchange resin

Precipitation of the non-ionic surfactants by the barium bismuth iodide reagent
Dissolution of precipitate in hot ammonium tartrate

Measurement of the bismuth of the precipitate by potentiometric titration with pyrrolidine
dithiocarbamate.

* * X X X

As an alternative to potentiometric titration, bismuth may be determined by UV absorbance at
263.5 nm by adding EDTA to the dissolved precipitate or by atomic adsorption spectrometry by
dissolving the precipitate in a nitric acid solution.

Interfering substances : polyethylene glycol, cationic and amphoteric surfactants, biodegradation
by-products. Because of the possibility of interference of these compounds, the methods tends to
overestimate the concentration of non-ionic surfactants. This is particularly the case for
environmental samples.

The atomic ratio between bismuth and oxygen from ethoxylates in the precipitate is 1/9.8.
Detection limit: in the range of 0.01 to 0.05 mg/I

This method has been adopted by the OECD (1976). It is included in the EEC legislation on
detergents Directive 82/242/EEC. It also applied as a standard by ISO (1984b).
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Cobalt Thiocyanate Active Substances - CTAS

In this method the non-ionic surfactants are measured spectrophotometrically by absorbance
after forming a complex with a cobalt thiocyanate reagent. The procedure is best applicable to
non-ionic surfactants having between 6 to 25 ethylene oxide groups. Below 6 and above 25 EO
groups the absorbance is not linear.

The following procedure is currently used (Boyer et al, 1977):

Sublation of the sample in ethyl acetate

lon exchange to remove other surfactants

Reaction with cobalt thiocyanate

Extraction of complex with methylene chioride
Spectrophotometric determination at 320 or 620 nm.

* O* R X »

A calibration curve is prepared by using different concentrations of standard non-ionic
surfactants.

The recovery rate of added alcohol ethoxylates is above 90%.

The sensitivity of the method is largely dependent on the number of ethoxylate groups and the
quality of the extraction procedure. ,

This method is also influenced by interfering materials, such as strongly basic or acidic solution,
cationic and anionic surfactants and polyethylene glycol.

The limit of detection is of 0.1 mg/I.

This method is applied as a standard by the Soap and Detergent Association (SDA) in the USA.
This method can be automated.

Potassium Picrate Active Substances - PPAS

After concentration and extraction of the sample into ethylene dichloride the ethoxylate chain of
the non-ionic surfactant is complexed with K+ and paired with the picrate anion. The picrate is
then determined by spectrophotometry.

The stepsy are the following :

*

Purification/concentration and extraction into ethylene dichloride

* Complexation of the ethoxylate chain with K" and pairing with picrate anion
* Extraction into methylene chioride

* Determination of the picrate content by spectrophotometry at 378 nm.

The method is applicable to non-ionic surfactants with ethoxylate chains ranging from 7 to 28 EO.
Cationic surfactants present in the sample can interfere with the method.

The range for the limit of detection is of 0.05 to 0.1 mg/I.
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Tetrakis Active Substances - TAS

This method, like PPAS, is based on the reaction of the ethylene oxide units with the potassium
ion but it uses tetrakis-(4-fluorophenyl) borate salt as complexing agent. The positively charged
formed complex is determined by two phase titrimetric analysis.

Procedure:

+ Alkalinisation with KOH of an aqueous solution of an ethoxylated non-ionic surfactant
* Addition of the ‘Victoria blue’ indicator and dichloroethane.
* The two phase mixture under stirring conditions is titrated by a ‘tetrakis’ solution.

The method is reported to be very simple.
There is no mention of interferences.

Limit of detection: 0.5 mg/l.
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2.2.2 Instrumental analytical methods

These methods have two advantages. They are far more sensitive than the semi-specific
methods (detection of non-ionic surfactants in the microgram per liter range) and give information
on the nature of the surfactant and its degradation intermediates. Therefore, these methods can
be regarded as specific. _

~

Thin Layer Chromatography - TLC
The method of Paterson et al 1966 currently used invoives:

The addition of magnesium sulphate to the aqueous sample

Extraction of non-ionic surfactants and polyglycols into chioroform

Washing the extract with saline, acid and alkaline solutions

Spotting on a coated silica gel plate alongside with standards

Development with suitable solvents ethyl acetate, water, acetic acid

Characterisation and quantification following spraying with modified Dragendorff
reagent

* % H % X *

The method is applicable to non-ionic surfactants with an ethylene oxide chain of at least 4 EO.

Neither anionic surfactants nor PEG are reported to interfere with the method.
Detection limit in the range of 1 to 5 ug/l.
This method is reported to be convenient for biodegradation test studies.

Gas Chromatography - GC

The method can in principle be applied to mixtures containing more than one single non-ionic
class.

The method is difficult to apply to non-ionic surfactants with ethylene oxide chain above EO7
because of their low volatility and because they decompose at higher temperature. Derivatisation
with silyl compounds is needed. The detection is usually made with a flame ionisation detector
(FID).

This technique has been applied to determine polyoxyethylene chain with 1 to 6 EO of alcohol
ethoxylates.

Gas chromatography has been also used for the determination of ethoxylated surfactants in
wastewater by converting to hydrogen bromide cleavage products (fission technique).

The following steps were required:

Extraction from test liquors (sublation into ethyl acetate)

Clean-up from interfering substances by ion exchange and silica gel
Addition of internal standard

HBr cleavage

Extraction with carbon disulphide

Concentration determined by GC coupled with flame ionisation detector.

* % * O H * *

A calibration curve is made by plotting the dibromoethane (from the ethylene oxide
groups)/dibromobutane (from the internal standard) peak area ratios against weight of standard
non-ionic surfactants.

The detection limit is around 5 ng/l.
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High Performance Liquid Chromatography - HPLC

This technique is useful for separating the ethoxy components of mixtures of non-ionic
surfactants and their PEG metabolites as well as for the alkyl and ethoxy chain lengths of
individual. The current method of detection is by UV absorption and fluorescence but mass
spectrometry and flame ionization detectors can also be used.

Usually the non-ionic surfactants should be derivatised with suitable chromophores to be
detectable by UV or fluorescence.

In the case of non-saturated compounds derivatisation may be unnecessary before UV detection.

Non-derivatised AE can be analysed in a substance-specific way only by coupling HPLC with
mass spectrometry detection. '

Detection limit around 1 ug/l.

The method has been applied to biodegradation studies.
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2.3 CATIONIC SURFACTANTS

Contrary to anionic and non-ionic surfactants there is no European ‘legally’ accepted analytical
method to follow the primary biodegradation of cationic surfactants. However, a practical
analytical ‘colorimetric’ method has been in use for more than 10 years in European laboratories
and has even been standardised by some Member States of the Community.

For the applicability of the methods to commercially available cationic surfactants in detergents
see table 2c.

2.3.1 Semi-specific method

Disulfine Blue Active Substances - DBAS

As with the two previous surfactants, the disulfine blue method is based on the formation of a
colored association complex between the cationic surfactants and an anionic dye. The
concentration of the complex is determined spectrophotometrically.

The method involves the following steps:

* |f the sample contains anions it should be treated on an ion-exchange resin because
cationic surfactants react with interfering anions other than the anionic dye

* Reaction with anionic dye (disulfine blue)
Extraction of the ion-association complex with trichloromethane

* Measurement of the absorbance at 628 nm.

The method is suited for cationic surfactants containing alkyl chain of C8 or C10. It has been
used to calibrate instrumental techniques (Nitschke et al, 1992).

The ion-complex formation between the cationic surfactants and the anionic dye is operated in a
acidic medium (in the case of instrumental method Nitschke et al (1992), in a medium at pH 1)
and is therefore in principle not applicable to Esterquats (quaternary ammonium compounds
containing long chain ester groups) because these cationic surfactants tend to hydrolyse under
this condition.

It has been reported to us at the meeting of the national co-ordinators in May 1997 by the
representative of industry dealing with cationics that by using an adequate ion-complex
formation/extraction method, the disulfine blue method was perfectly applicable to Esterquats.
This point is of course crucial given that almost 99% of the commercially available cationic
surfactants in detergents are Esterquats (see table 2d).

The disulfine blue reacts with other substances than surfactants. The method is therefore
referred to as disulfine blue ‘active substances’.
The detection limit is around 0.1 mg/l.

Thié method was published as standard in France T 73-280 and in the Federal Republic of
Germany (1989) DIN 38 409 Teil 20.
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2.3.2 Instrumental analytical method

High Performance Liquid Chromatography - HPLC

L. Nitschke et al 1992 describe a simple and fast procedure for the determination of trace
amounts of commercially used cationic surfactants by HPLC. It is an adaptation of the method of
Wee and Kennedy 1982 to routine laboratory analysis.

The method allows to detect individual cationic surfactants at low concentrations.

The method involves the following steps:

* Reaction of the cationic surfactants contained in an agueous sample with sodium
dodecylbenzenesulphonate in an acidic medium

+ Extraction of the sample with methylene chloride

= After evaporation to dry the residue is dissolved in a 80 : 20 mixture of chioroform and
methanol
HPLC with the same solvent system

* Conductometric detection

This method is suited for the determination of long alkyl chain quaternary ammonium surfactants
in environmental samples. It has been used to detect distearyldimethylammonium chloride
(DSDMAC) and imidazoline derivatives.

Nitschke et al (1992) indicate that the method is difficult to apply to Esterquats (quaternary
ammonium compounds containing long chain ester groups). These compounds appear as
multiple peaks on the chromatogram.

The problem may be the same as for semi-specific analysis, namely the reaction with the anionic
surfactants under strong acidic conditions.

Reproducibility: It is reported that >90% recovery of added standard is achieved.
Limits of detection: According to the original procedure of Wee and Kennedy QACs’: 0.2 ug/l

In Nitschke et al (1992):
* Distearyldimethylammonium chloride DSDMAC: 3 ug/l
* Ditallowimidazolinium methosulphate : 16 ug/l
* Dodecylpyridinium chloride : 6 ug/l

RF-DET2.doc 16/10/97 Page 18
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2.4 AMPHOTERIC SURFACTANTS

Similarly to cationic surfactants there is no analytical method described in the EEC legislation on
detergents to follow the primary biodegradation of amphoteric surfactants. It is true also that
amphoteric surfactants represent only a low percentage of all commercially available surfactants
used in detergents. Therefore, the development of an analytical method for this category of
surfactants has never been considered as a priority.

The interesting feature of these surfactants is that depending on the pH they can display anionic
and/or cationic properties. Commercially available amphoteric surfactants have different iso-
electric points varying between pH 1 to 11.

For the applicability of the method to commercially available amphoteric surfactants in detergents
see table 2d.

2.4.1 Semi-specific methods

The semi-specific analytical method for the determination of amphoteric surfactants is based on
the cationic properties of these surfactants.

The DBAS method

The same method as that used for cationic surfactants i.e. Disulfine blue active substances can in
principle be applied to amphoteric surfactants in their cationic form. However, this requires that
no other cationic surfactants are present in the test sample. If the test sample is passed on a
strong cationic exchange resin it is likely that other cationics, if present in the sample, will be
retained too.

The rapporteur of the sub-group amphoterics reported that additional work is needed if this
method is intended to be included in the European legislation.

The Orange Il method

This method is based on the work of Boiteux 1984. The principle of this method is similar to that
used for other surfactants, it is based on the formation of solvent-extractable colored complex of
the surfactants and the orange |l reagent (anionic dye). The detection is followed
spectophotometrically at 485 nm.

The work carried out by Boiteux was to investigate on the possible use of betaines in detergents
and products for personnel hygiene in third world countries areas infested by the parasites
causing the Schistosomoses disease (Bilharzioses). The amphoteric surfactants seem to exert
an inhibitory effect on the cercarial larvae responsible for causing this disease. ‘

The analytical method requires the following steps:

Extraction of the amphoteric surfactant from the test liquor
* Formation of a complex of the amphoteric surfactants and an azodye (Orange Il) at
pH 1-1.5
* Azodye: p(hydroxy 1 naphthyl azo) benzene sulfonic acid, sodium salt
Extraction of the sample with chloroform
Measurement of absorbance at 485 nm.
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The method as been applied to alkyl betaine Cg or C45 and alkyl amido betaine Cq; or Cys at a
concentration range between 1 to 12 ppm.

Limit of detection: around the ppm.

The rapporteur for amphoteric surfactants indicated that the feasibility and optimisation of the
Orange |l method for determination of selected amphoteric surfactant is being investigated by
TEGEWA (the german federation of surfactant manufacturers).

The method to extract amphoteric surfactant from the test liquor is expected to be the sublation
method described for other classes of surfactants. Some adaptation may be needed to ensure
adequate recoveries. This problem is investigated at this moment by the German federation of
surfactant manufacturers -TEGEWA.

‘As for other surfactants the proposed separation method will be based on ion-exchange. It is
reported that both types of amphoteric surfactants i.e. ampholytes and betaines are retained on a
strong cationic exchange resin. They can be eluted with an ethanol/hydrochloric acid mixture with
a recovery of 95 to 100%. Care must be taken if cationic surfactants are present in mixture with
amphoteric because they are likely to interfere with the detection of amphoteric surfactants.

It is further suggested by the rapporteur that ion exchange procedure described in Directive
82/242/EEC could be used to retain amphoteric surfactants. However, some additional work may
be needed.

Polarography

Another analytical method involves the determination of the loss of surface active properties of
cationic surfactants by tensiometry or by polarography.

2.4.2 Instrumental analytical method

High Performance Liquid Chromatography- HPLC

A specific method developed for measuring trace levels of quaternary ammonium compounds in
river water was adapted to measure also alkyl betaines. ‘

The analytical procedure involves the separation of quaternary ammonium compounds on a
cyanoamino bonded phase column and the determination of the ionic species by conductivity.

The method is reported to be reiatively simple. There is no need for derivatization, ion-pairing or
other suppressor methods.

The modification of the method to measure alkyl betaines involves lowering of the pH in order to
enhance the cationic form of the amphoteric surfactants.

Detection limit: 2 ug/l
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3.1 ANIONIC SURFACTANTS

Dr. Painter reported that the MBAS method is well suited for routine laboratory analysis providing
that the anionic surfactants to be determined is well isolated from potential interfering substances
which could also react to the methyl blue reagent and be sufficiently hydrophobic to be extracted
by chloroform.

According to the rapporteur of this sub-group, the detergents placed on the market today are no
longer made with a single well identified surfactant but are merely mixtures with several
categories of surfactants. Hence the essential difficulty of the authorities in charge of the contro!
of compliance with the legislation is to be able to separate correctly the different surfactants from
the starting detergent mixture.

If the separation technique is not successful the biodegradability of a surfactant may be
overestimated.

It is therefore suggested that for the discussions on analytical methods for anionic surfactants
particular attention should be paid to the separation (isolation) procedure proposed.

In the opinion of the rapporteur instrumental analytical method should not be developed for the
purpose of measuring primary biodegradability of anionic surfactants given that under normal
circumstances the MBAS method would serve the purpose of the legislation. However, they may
well be the only alternative regarding surfactants which do not respond to the methylene blue
under the condition of the test (see table 2a).

3.2 NON-IONIC SURFACTANTS

In his conclusion the rapporteur of this sub-group Dr Cavalli indicates that the BIiAS is a hard
working method, essentially because of the need to apply multi sublation steps. However it is
considered a reliable method.

Dr. Cavalli however, questions the applicability of the BiAS to modern detergents containing
several classes of surfactants. According to his opinion after solvent extraction and ion-exchange
the test fraction may still contain substances likely to interfere with the determination of the
non-ionic surfactants such as amphoterics or non alkoxylated surfactants.

Because it has been used in biodegradation studies the rapporteur suggest to optimise the
methodology for the determination of non-ionic surfactants by introducing the thin layer
chromatography technique (TLC) particularly because it is simple, less hard-working and in
principle applicable to any class of non-ionics.

Similarly to the problem raised for anionic surfactants, the methodology for separatlng non-ionic
surfactants requires to be considered carefully.

During the meeting in April 1997 the experts of the ad-hoc working group agreed to consider the
cobalt thiocyanate (CTAS) method as a candidate for inclusion in the Directive on detergents
because it is widely used and because of the possibility of its automatisation.

RF-DET2.doc 16/10/97 Page 23




Europlus s.a. .

3.3 CATIONIC SURFACTANTS

The semi-specific DBAS method has been used for more than 10 years in laboratories for
measuring concentration of quaternary ammonium surfactants (QACs). This method however,
has never been vincluded in the European legislation on detergents.

From the opinion of the éxperts of the working group this method should be relatively easy to
standardise.

Two points need to be discussed:

A) The presence of anionic compounds may interfere with the method given the high affinity of
cationic surfactants for anionic compounds including the anionic dye used to form the
jon-association complex.

From the information available the way to separate the cationic surfactants from anionic
compounds is as follows:

The residues from the pre-concentrated samples are extracted with methanol and the extract
is treated on an ion-exchange resin to remove interfering anionic compounds. Then the
isolated cationic surfactants is reacted with the dye.

In the proposed French standard T 73 280 there is some confusion as to the solvent used for
extraction (methanol or ethanol?) but the procedure followed to separate anionic compounds is
similar to that described above.

In the summary report from the rapporteur however, the extraction method is presented
differently namely that, the insoluble complex between the cationic surfactants and the dye is
extracted from the complex by treating it on a ion-exchange resin to fix the anionic
compounds. We do not know whether it is a deviation from the French standard or not?

B) The applicability of the method to Esterquats

Esterquats are according to the information received from industry the most commonly used
cationic surfactants in detergents. (see table 2c). The other cationic surfactants used in
detergents belong to the family of tallow dimethyl ammonium chioride.

Esterquats contain multiple esters bonding which can be readily hydrolysed under strong
acidic conditions. This point is important because the complex formation and solvent extraction
procedure is normally performed in acidic conditions. According to some experts such
experimental conditions would not allow the extraction of esterquats. '

This opinion is challenged by the rapporteur for cationic surfactants who claims that by using
an adequate extraction method the esterquats couid also be measured by the DBAS method.

It must be underlined that in both the German standard DIN 38 409 T20 and in the French
standard T 73-280 the formation of the ion-complex disulfine blue-cationic surfactant is carried
out in a buffered medium (pH 3-5).

The rapporteur indicated that the proposed DBAS method has the advantage of using simple
equipment. However this method may not be as popular as the HPLC method used more
internationally.

The rapporteur proposes a sequential plan of action regarding analytical methods for cationic
surfactants.
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This plan has essentially three goals:

* Industry should identify more precisely which cationic surfactants are actually used
in detergents

* To carry out ring tests on the extraction and analysis methods on appropriate
samples identified under the first step ,

* To define and launch a ring test on the biodegradability method including the

analytical procedure selected from the results of step 2.

According to the rapporteur it is essential to be sure that the complete method is reliable and can
be used in most cases.

3.4 AMPHOTERIC SURFACTANTS

Historically physico-chemical techniques have been used in laboratories to measure the primary
biodegradability of amphoteric surfactants such as the loss of surface active property of the
surfactant by tensiometry or by polarography.

More recently non-specific analytical methods were developed to determine these compounds.

The Orange Il method based on the formation of a solvent extractable ion-association complex is
presently investigated by the German federation of surfactants manufacturers (TEGAWA).

The rapporteur indicated that the feasibility and optimisation of the orange Il method for
quantitative determination of selected amphoteric surfactants is examined by TEGEWA. At the
expert meeting in March 1997, a representative of the German industry confirmed that the results
of the exercise should be analysed for the end of September 1997.

The rapporteur indicated also that the use of the DBAS method could be envisaged for measuring
amphoteric surfactants in their cationic form but further work would be needed.

4.1 TABLES OF COMMERCIALLY AVAILABLE SURFACTANTS USED IN DETERGENTS

The following tables are intended to show which analytical methods are available for each type of
surfactant. The information provided by industry allowed also to give a rough estimate of the
percentage of tonnage of surfactants used in detergents.

" The percentages data were computed on the basis of the information supplied to us by
AIS/CESIO (March 1997).

ABBREVIATIONS:

HPLC: High Performance Liquid Chromatography
HPLC/cond: HPLC coupled with conductivity detector
GC: Gas Chromatography

MS: Mass Spectrometry

TLC: Thin Layer Chromatography

FAB: Fast Atom Bombardment
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TABLE 2a
Anionic surfactants ,
Analytical method
Semi-sp Specific
Surfactant % * MBAS
Sulphonates : YES TLC, HPLC, GC/(MS)
Linear Alkyl Benzene Sulphonates (LAS) 20
Prim. Alkane Sulphonates (PAS) <1
Secondary alkane sulphonates (SAS) 2
Alpha olefine Sulphonates (AOS) <1
Alpha sulpho fatty acid esters (FES) /
Alkanoic Acid Methyl Ester Sulphonates (MES)
Alkyl Sulfosuccinates YES HPLC, GC
Di-Alkyl- ‘ <1
Mono Alkyl- <1
Ethoxylated Mono Alkyl- <1
Alkyl Sulphates (AS) YES HPLC, GC/(MS), FAB/MS
Alcohol- (linear and monobranched) 20
Ethyl Hexyl Alcohol- <1
Alkyl Ether Sulphates (AES) YES HPLC, FAB/MS, TLC
GC/(MS)
Alcohol- 20
Fatty Acid Ethanolamide-
Alkyl Phenol- <1
Soaps
Carboxylates NO HPLC, GC
Fatty Acid (Palmitic Acid, Stearic Acid, Ca) 36
Alcohol Ether- <1
Alkyl Phenol Ether- <1
Phosphates NO measur. based on foam and
surface tension
Alcohol- <
Alcohol Ether- ’ <1
Alkyl Amine Ether-
% *: % of tonnages of anionic surfactants used in detergents placed on the market
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TABLE 2b

Non-ionic surfactants

Analytical method

Surfactant %* |Semi-sp* Specific
BiAS

Alky!l Phenol Ethoxylates (APE) 6 YES HPLC, GC/(MS)

Alcohol Ethoxylates (AE) YES TLC, HPLC, GC, HPLC/MS

Alcohol-, linear and mono branched, 2-20 EO 62

Alcohol-, linear and mono branched, >20 EO 6

Alcohol- poly branched 6

Alcohol-, endcapped methyl or buty! <1

Alkoxylates TLC, HPLC, GC, HPLC/MS

Alcohol- linear and mono branched _

hydrophilic: EO>4 and EO/PO or EO/2BO>1 6 YES

hydrophobic: EO<4 and EOQ/PO or EOQ/2BO <1 <1 ?

endcapped methyl: EO>2 and EQ/2BO >2 <1 ?

Ester Ethoxylates YES HPLC

Fatty acid- <1

Castor oil, hydrogenated <1

Fatty Acid Glycerol- <1

Amide YES HPLC

Fatty Acid-, mono ethanol amide <1

Fatty Acid-, diethanol amide

Fatty Acid-, mono ethoxylated

Fatty Acid-, bis ethoxylated

Alkyl Amine Ethoxylates <1 YES HPLC

Amine Oxides NO HPLC ?

Alkyl Dimethyl- <1

Alkyl Amine 2EO Oxide

Alkyl Amido Propyl Dimethyl Amine Oxide

Sugar Surfactants NO FAB/MS, TLC, GC,

HPLC/MS

Alky! Poly Glucoside 6

Alkyl Glucamide <1

Sorbito! Esters <1

Sucrose Esters <1

%*: % of tonnages of non-ionic surfactants used in detergents placed on the market

Semi-sp*: semi-specific analyses as BIAS, CTAS, PPAS, TAS, EO>6
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TABLE 2¢

Cationic surfactants

Analytical method

Surfactant %* | Semi-sp Specific
DBAS

Dialkyl Quats 1 YES TLC, HPLC/cond, FAB/MS

Dialkyl (C16-18) Dimethyl Ammonium

Dialkyl (C10) Dimethyl Ammonium

Diester Quats 99 (NO) HPLC/cond

MDA Diester

TEA Diester YES*

Dimethyl Amino Propyl

Alkyl Pyridinium Derivatives ** YES HPLC/cond

Imidazolinium - YES HPLC/cond

%*: % of tonnages of cationic surfactants used in detergents placed on the market

** not used in detergents

YES*: Experimental French Standard T 73 280

TABLE 2d

Amphoteric surfactants

Analytical method

Surfactant

Semi-sp

Specific

Betaines

YES*

HPLC/cond

Sulpho Betaines C8-18

Sulpho Hydroxy Betaines

Amidobetaines

Alkyl Dimethyl Betaines

Other Amphoterics

Alkyl Glycinate C8-18

Alkyl Carboxy Glycinates C8-18

Alkyl Amino Propionate C8-18

%*: % of tonnages of amphoteric surfactants used in detergents placed on the market

Semi-specific analytical method: DBAS (cationic), Orange Il method

YES*: Orange |l method under investigation by TEGEWA
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4.2 SUMMARY CONCERNING THE APPLICABILITY OF THE ANALYTICAL METHODS TO
COMMERCIAL SURFACTANTS IN DETERGENTS

4.2.1 Anionic surfactants

The semi-specific analytical method MBAS as described in the Directive 82/243/EEC can be used
for the determination of 60-65% of the anionic surfactants used in detergents on the market.

For 36-38% of the soaps - carboxylates on the market the MBAS method can not be used.
Specific analytical methods such as HPLC, GC could be proposed. If a specific method could be
selected it would require standardisation and a ring-test before it is included in the European
legislation.

For the Phosphate Ester surfactants, <1% on the market, the MBAS method can not be used. At
this moment the determination of primary biodegradability is made on the basis of foam formation
and surface tension.

4.2.2 Non-ionic surfactants

The BiAS method can be used for all of non-ionic surfactants containing an ethylene oxide chain
with EO>5. Thus from table 2b this method is theoretically applicable to the bulk of commercially
available non-ionic surfactants i.e. around 80 %.

At the expert meeting Dr. Cavalli indicated that in his opinion that more than 60% of the total
tonnage of non-ionic surfactants in detergents could be determined by the BiAS method. The
experts underlined also the fact that for non-ionic surfactants with EO < 4 the complex formation
tends to decrease the hydrophobic balance with the result that less complex is extracted. In such
a case more extraction is needed.

It is not clear whether alkoxylated non-ionic surfactants with EO < 4 and with propylene oxide or
butylene oxide do respond to the BiAS in the condition of the test.

The larger group of non-ionic surfactants which do not respond to the BiAS method is the group
of sugar derivatives 6% on the market. For this type of non-ionic surfactants, a specific analytical
method such as HPLC could be proposed. To develop such a standard method, the potential
increase of tonnage of this surfactant placed on the market would need to be considered.

The rapporteur for non-ionic surfactants indicated that BiAS method was not applicable to amine
oxide surfactants < 1 % . He indicated that HPLC method could in principle be used but it would
need some research.

During the ad-hoc experts meeting of March 1997 it has also been suggested that the CTAS
method could be added to the Directive 82/242/EEC because this method is more easy to handle,
it is as valuable as the BiAS method and it can be automated.

4.2.3 Cationic surfactants

The DBAS method is reported to be applicable to the class of tallowdimethyl ammonium chioride
surfactants and also to imidazolinium and pyridinium derivatives. There is however some doubts
as to the applicability of this method to Esterquats derivatives (see chapter 2.3).
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On the basis of the information concerning the tonnages of cationic surfactants on the market
from AIS/CESIO, Esterquats represent almost 99% of the cationic surfactants used in detergents.
It is in our opinion critical to find out if indeed the DBAS method is applicable to this category of
cationic surfactants.

The application of specific instrumental methods such as HPLC to Esterquats has been
attempted but has been reported as unsatisfactory.

France made a proposal to use the Experimental French Standard T73 280 which is also based
on the use of the disulfine blue reagent for the analyses of Ester Quats. However, this method is
still under investigation.

4.2.4 Amphoteric Surfactants

If the results of the investigation carried out currently by TEGAWA are positive the Orange I
method could be used for most of the betaines surfactants >80% of the existing amphoteric
surfactants contained in detergents.

It is unclear whether the glycinates surfactants can be measure by this method.

The Orange Il method is under investigation by TEGEWA, the results of the ringtest carried out by
industry is expected for the end of September 1997.

5.1 EXISTING BIODEGRADABILITY TEST METHODS

5.1.1 Directive on Detergents

Screening test - Die-Away Test

References:

- Directive 73/405/EEC, 82/242/EEC, 82/243/EEC:
- OECD method, technical report 1976
- Germany,Bundesgesetzblatt 1977
- France, AFNOR 1977

For comparison of operating parameters, see table 3a

Principle:

A solution of the surfactant at 5 mg/l active substance in an organic medium is inoculated with
0.05 % of secondary effluent from waste water treatment plant. The mixture is aerated at 25 +
1°C until the concentration of the surfactant falls to a constant level, for a period no longer than 19
days. Biodegradation is followed by semi-specific analysis of the samples taken at regularly time
intervals. Anionic surfactants are determined by the methylene blue method, reported as MBAS,
and non-ionic surfactants as bismuth active substances (BiAS). The procedure is validated by
using two standard anionic surfactants, a “soft” or easily biodegradable surfactant and a “hard” or
relatively non-biodegradable one.

The French methods (T 73-260 / T 73-270) are die-away tests quite different from the other
screening tests. These tests have two incubation periods: one of 7 days followed by sampling, the
next after a new addition of 5 mg/L of test substance from day 8 to 10 followed by analysis of
MBAS or BiAS.
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The biodegradation level after 7 days and after 10 days is determined to obtain a weighted
biodegradation level for the duratlon of the experiment. ,

Confirmatory test - Activated Sludge Simulation test

References:

- Annex to Directive 82/242/EEC and 82/243/EEC
- OECD method, technical report 1976
- Germany,Bundesgesetzblatt 1977
- United Kingdom, Porous Pot Test, technical report 70/1978

Principle:

The confirmatory test uses a small activated sludge simulation unit which is fed with synthetic
sewage. Synthetic sewage containing the required concentration of the surfactant under test is
supplied at a constant rate to a vessel in which 3 | of activated siudge is aerated. The mixed
liquor passes to an adjoining vessel where it settles and the settled sludge is continuously
recycled to the aeration vessel, while the supernatant liquid is collected as effluent. The
percentage removal of the surfactant is calculated for each sampling time from the
concentrations in the sewage and in the corresponding effluent. The concentration of the
surfactant is determined by semi-specific analyses MBAS or BiAS.

In the UK method the Porous Pot is used as an alternative test system to the Husmann system.

5.1.2 Other existing biodegradability test methods

There exists other comparable OECD and EEC test methods to determine the biodegradability of
chemical substances. Some of these methods use non specific analytical methods such as DOC
to determine the ultimate biodegradation of a substance. The biological test procedure has been
adapted after years of experience with different chemicals. The biological part of the test methods
described in the detergent Directive could be adapted in the same way.

Screening Tests
References:

- OECD Guideline 301A,
- EC, C4 A: DOC Die-Away

For comparison of operating parameters, see table 3b

Principle:

A measured volume of inoculated mineral medium, containing a known concentration of the test
substance (10-40 mg DOCI/I) as the nominal sole source of organic carbon, is aerated in the dark
‘or diffuse light at 22 + 2°C. The inoculum may be activated sludge, sewage effluents, surface
waters, soils or a mixture of these (30 mg**/l, 10° CFU/ml).

Degradation is followed by DOC analysis at frequent intervals over a 28-day period. The degree
of biodegradation is calculated by expressing the concentration of DOC removed (corrected for
that in the blank inoculum control) as a percentage of the concentration initially present.

Primary biodegradation may also be calculated from supplemental chemical analysis of the
parent compound made at the beginning and end of the incubation.
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References:

- OECD Guideline 301E,
- EC, C4 B: Modified OECD Screening test

Principle:

A measured volume of mineral medium, containing a known concentration of the test substance
(10-40 mg DOC/) as the nominal sole source of organic carbon, is inoculated with 0,5 mi effluent
per litre of medium. The mixture is aerated in the dark or diffuse light at 22 + 2°C. Degradation is
followed by DOC analysis at frequent intervals over a 28-day period. The degree of
biodegradation is calculated by expressing the concentration of DOC removed (corrected for that
in the blank inoculum control) as a percentage of the concentration initially present.

The degree of primary biodegradation may also be calculated from supplemental chemical
analysis of the parent compound made at the beginning and end of the incubation.

Activated Sludge Simulation Tests

For comparison of operating parameters, see table 4

Reference:

- ISO 11733: Water Quality - Evaluation of the elimination and biodegradability of organic
compounds in an aqueous medium - Activated Sludge Simulation Test

Principle:

Two continuously operating test units (activated sludge plants or porous pots) are run in paraliel
under identical conditions, with a mean hydraulic retention time of normally 6 h and a mean
sludge age (sludge retention time) of 6 d to 10 d. The test compound is normally added at a
concentration 10 - 20 mg/l DOC, to the influent of only one of the test units, the second unit is
used as a control.

The influent is an organic medium. Synthetic sewage, domestic sewage or a mixture of both can
be used.

In regularly taken samples of the effluents, the DOC or COD are measured. If required the test
compound concentration are measured by specific analyses. The difference between the effluent
concentrations in the test and control units compared with the influent concentration of the test
compound is used to determine the biodegradation and elimination of the test compound.

Reference:

- OECD Guideline 303 Proposal: Simulation Test Aerobic Sewage Treatment.
Being revised as 303A, B, C.

Principle:

Two continuously operating test units (activated sludge plants or porous pots) are run in parallel
under identical conditions which are chosen to suit the purpose of the test. Normally the mean
hydraulic retention time is 6 h and a mean sludge age (sludge retention time) of 6 d to 10 d. The
test substance is normally added at a concentration 10 - 20 mg/l DOC, to the influent (organic
medium) of only one of the test units, the second unit is used as a control.
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- The influent is an organic medium. Synthetic sewage, domestic sewage or a mixture of both can
be used.

In frequently taken samples of the effluents, the DOC or COD is determined, together with the
concentration of the test substance (if required) by specific analysis, in the effluent from the unit
receiving the test substance.

The difference between the effluent concentrations in the test and control units is assumed to be
due to the test substance or its organic metabolites. This difference is compared with the influent
concentration of the added test substance in order to determine the biodegradation, elimination of
the test compound.

References

- EC method, Part C, Biodegradation: Activated Sludge Simulation Test
(Directive 88/302/EEC O.J. L133 of 30.05.88 p.1)

Principle:

For the determination of the ultimate biodegradability, two activated sludge pilot units (OECD
confirmatory test or porous pot units) are run in parallel.

The test substance is added to the influent (synthetic or domestic sewage) of one of the units,
while the other receives the sewage alone.

The DOC (or COD) concentrations are measured in the effluents, the difference in mean
concentrations between the test and the control effiuents is assumed to be due to undegraded
test material.

The units may be operated following the “ coupled units mode “ by a transinoculation procedure.
For the determination of primary biodegradation with specific analysis in the influent and effluent,
only one unit is used. Change in the concentration of the parent molecule can be measured by
specific analysis (primary biodegradation).

5.2 OPERATING PROBLEMS: ADSORPTION, SOLUBILITY, TOXICITY

5.2.1 Adsorption

Surfactants which strongly adsorb, such as cationic surfactants, may lead to false
degradation/elimination results. Therefore it is prudent to determine the amount of surfactants
adsorbed on to suspended solids.

The shape of the removal-time curve can give an indication of what is occuring. A typically
shaped biodegradation curve has a lag phase followed by a steady rise in removal over a number
of days until it reaches a plateau, but if adsorption takes place as well as degradation a positive
removal occurs initially followed by a decrease, thereafter a normal biodegradation curve is
obtained.

To control the loss on to suspended solids a preliminary test can be done or suitable control
vessels can be set up in the biodegradability test.

Supplementary information can be obtained by determining the content of the surfactant on
sludge and on the suspended solids in the effluent , so that a mass balance may be made.
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In some cases pre-treatment of the test vessels could be necessary. Methods for the
pre-treatment of the test vessels with the surfactant are developed by the manufacturer.

5.2.2 Solubility

Some cationic surfactants are not very soluble, so that they cannot be assessed by DOC methods
or by the DBAS die-away method unless special measures are taken.

To determine the biodegradability of poorly soluble surfactants a “ready” biodegradability test will
be more appropriate.

The ISO 10634 (1995) describes four techniques for dispersing organic products, which are to be
subjected to biodegradability tests in an aqueous medium, which are not enough soluble to
perform the tests in the normal manner.

The four techniques are: direct addition, ultrasonic dispersion, adsorption on an inert medium and
dispersion with an emulsifying agent.

These techniques are applicable where the evaluation of the biodegradability of the substances
under test is carried out in accordance with the methods by analysis of the released carbon
dioxide or by determination of the oxygen consumption (OECD 3018, D, F).

New ready biodegradability test methods are also under development to determine the
biodegradability of poorly soluble test substances.

The “Headspace® CO, method could be appropriate for testing poorly soluble surfactants
(see new test methods-ISO/DIS 14593) (Annex 9.3).

5.2.3 Toxicity

The toxicity of the surfactant to the activated sludge can be determined in an activated sludge
respiration inhibition test to determine the test concentration to use in the biodegradation test. In
the case where the surfactant is toxic to the activated sludge a lower test concentration compared
to that given in the method of the Directive has to be used. When using a lower test concentration
attention should be paid that the semi-specific analyses can still be done (detection limit).

Another possibility is to perform specific analyses or to use labelled carbon.
To decrease the level of toxicity pre-adaptation of the bacterial inoculum can be performed before

starting the biodegradation test. A proposal has been made to use pre-adapted inoculum for
“ready” biodegradability tests.
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5.3 ADAPTATION OF THE EXISTING TEST METHODS

5.3.1 Screening test- Possible changes to the method
Proposal from Dr. Painter to take following changes into consideration:

* To increase the inoculum density from 0,5 ml effluent/l to not more than 30 mg
activated sludge solids /I; only at much higher concentrations does adsorption to solids
become significant. The test would be of shorter duration and results would be more
reproducible

*+ To acclimatise the inoculum (for no longer than 14 days) as in the SDA test, again to
shorten the test and to obtain less variable results

* To bring the medium in-line with the medium included in the revised OECD “ready”
tests (1992)

* Alternatively to add trace elements and peptone to the medium for greater consistency
of results. This will be unnecessary if activated sludge were to be used as the
inoculum.

The screening tests for primary biodegradation have stringent conditions. One of these
conditions concern the low inoculum content of the test medium. It is reasonably assumed that if
a surfactant is meeting the pass value of 80% it will certainly undergo primary biodegradation in
the environment.

Among the proposals of modifications made by the experts the increase of inoculum content of |
the test medium to put it in line with the conditions of ultimate ready biodegradability tests and

also to improve the reproducibility of results of the tests nas been proposed.

One could argue that by putting similar test conditions for screening test for primary

biodegradability with those of ultimate ready biodegradability one could loose some of the

stringency of the original primary biodegradability tests. This may need to be considered for the

modification of the detergent legislation.

5.3.2 Confirmatory test: Possible adaptation of the test method -

+_Critical points (see table 4)

- Nutrient solution: only synthetic (reconstituted) sewage is used.

The use of synthetic sewage can give problems, when operating the system for several weeks.
Bulking problems caused by the proliferation of filamentous micro-organisms in the sludge are
currently observed.

Practical inconvenience: the synthetic sewage has to be freshly prepared daily.

-- Inoculum:
No choice of inoculum, only secondary effluent, 3 ml is used

-- Operating parameters:
Addition of nutrient solution: continually

*

* Exposure time: HRT(Hydraulic retention time): 3h, influent rate: 1l/h

*

Suspended solids: 2.5 g/l

*

Air lift pump: continually
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*_Proposal for adaptation (see table 4)

The EEC, ISO, OECD have published a version of the activated sludge simulation test which
allows the choice of a number of factors, including Husmann unit or Porous Pot system, synthetic
or domestic sewage, and single or coupled units.

An adaptation of the existing confirmatory test could be proposed for following parameters:

-- Nutrient solution:

Proposal: The choice to use synthetic sewage or real domestic sewage or a mixture of both.

The advantages are:

* Test performance during a longer period of time will be easier to handle
* This is a simulation test and will be more realistic referring to sewage treatment plants

* Practical: the real sewage could be used during several days if the sewage is stored
cool and if it is proved that the DOC has not significantly decreased during storage.

--Inoculum:
Different inocula could be used such as activated sludge, secondary effluent or soils
-- Operating parameters:

* Addition of nutrient solution: discontinuously, bulking problems will be minimised
* Exposure time: HRT: 6h, influent rate: O.5 I/h |
SRT: 6 - 10 days (discarding sludge xml every day).
The influent flow can be reduced by a factor 2 which means a flow rate of 0.5 I/h.

This increases the hydraulic retention time in the reactor from 3 to 6 hours for vessels
of 31.

The sludge recirculation rate is considerably reduced and constant sludge wastage
(500-300) ml/day allows stable operation when operating with a sludge retention time
between 6-10 days.

* Suspended solids: 1-3 g/l
* Air lift pump: discontinuously (ex. § min every 2.5 hours)
» _Reproducibility

» Reproducibility between (simultaneous) replicates is good (within 10-15 %) for test
substances degraded by 80 % or more, for substances less degraded the variability is
greater. With some borderline substances disparate results have been recorded on
different occasions. ‘

# Little difference has been found in results obtained by coupling units or with the two
types of apparatus, Husmann unit and Porous Pot, the difference in test resuits is more
dependent on the sewage. Domestic sewage will initiate biodegradation more rapidly
than synthetic sewage.

» To obtain information of the influence of the operating parameters on the
biodegradability of a test substance using a CAS test, AIS/CESIO had organized a ring
test in 1987.

Results of this ringtest were not available.
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5.4 NEW BIODEGRADABILITY TEST

ISO test method: Head space CO, method

References:

- Draft International Standard ISO/DIS 14593, Water quality - Evaluation of ultimate aerobic
biodegradability of organic compounds in aqueous medium - Method by analysis of released
inorganic carbon in sealed flasks.

This method is a “ready” biodegradability test which can also be applied to organic compounds
which are poorly soluble, special measures may be necessary to achieve a good dispersion of
the compound.

Principie:

Determination of the ultimate biodegradation of organic compounds by micro-organisms, using
an aqueous aerobic test medium. The test substance, as the sole source of carbon and energy, is
added to a mineral salts medium inoculated with a mixed population of micro-organisms and
incubated in sealed vessels with a headspace of air. The concentration of the compound used
normally yields an initial organic carbon concentration in the medium of 2 to 40 mg/l (20 mg/l is
recommended). Biodegradation (mineralisation to CO,) is determined by measuring the net
increase in inorganic carbon (IC) levels over time compared with unamended blanks. The test
generally runs for 28 days. The extent of biodegradation is expressed as a percentage of the
theoretical IC production based on the amount of test substance (as organic carbon) added
initially.

If a suitable analytical method is available, the primary biodegradation during the test may also be
determined. '

Experimental French standard

References:

- Projet de norme expérimentale: Agents de surface - Détergents. Agents de surface cationiques.
Determination de la biodégradabilité. Pr, T 73-280

Principle:
The biological part of this method follows the same principle as that for the anionic and non-ionic
surfactants mentioned in the existing French standard (T73-260 and T73-270).

A solution of mineral medium is inoculated with secondary effluent after enrichment with nutritive
substances. The cationic surfactant is added to the mineral medium at a concentration of 5§ mg/i
and aerated.

The biodegradation is followed by DBAS analyses of the cationic surfactant after 7 days of
incubation. Thereafter a new addition of § mg/l cationic surfactant is performed followed by
analyses on day 10.

Validity of the test system is checked by running a reference substance at the same time.
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Remarks on the test method:

+ Apparatus with a capacity to contain a test volume of 20 - 10 | are mentioned on page 5, 6,
these volumes seems high for practical reasons to perform screening tests

The figure on last page needs more explanation (dimensions) and need to be in accordance
with the test description.

* The nutrient solution is quite different from the other existing screening tests
A proposal is to bring the medium in line with that in the revised “ready” tests (1992).

* Confusion is occurring in the test by using “anionic” surfactant instead of “cationic® surfactant.

RF-DET2.doc 16/10/97 Page 38




Europlus s.a. .

SCREENING TESTS

Comparison of operating parameters

TABLE 3a
DIRECTIVE DETERGENTS
TEST Act. subs. inoculum reference test  duration | sampling
mg/l substance (days)
OECD Die- 5 secondary soft + hard 19 day 5 and 8,
AWAY effluent anionic after every 2
0.5 min standard days
 10° cells/ml
NFT73 - 260 20 domestic sodium 1-7 end of 7th
anionics + sewage alkylbenzene 8-10 with end of 10 day
NFT73 - 270 10°-10 cells/ml | sulfonate addition of act.
non-ionics substance
Tenside 5 secondary soft + hard 19 day 5 and 8,
verordnung influent anionic after every 2
BGBI |,S. 244 empirically standard days
determined
TABLE 3b
READY BIODEGRADABILITY TESTS
TEST Test subs. Inoculum Reference Test duration | sampling
mg DOCI/ substance (days)
DOC Die- 10-40 « 30 mg/l SS or | aniline 28 - sufficiently
AWAY « 100 mi effluent | sodium benzoate frequently
107-108 cells/ml | sodium acetate - duplicate
(diethyleneglycol)
Modified OECD 10-40 « 0.5 miA aniline 28 - sufficiently
Screening secundary sodium benzoate frequently
effluent sodium acetate - duplicate
10° cells/ml (diethyleneglycol)
16/10/97 Page 39
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TABLE 4

Operating

ISO 11733

OECD 303

. -EC- PartC

Confirmatory Confirmatory
parameters test proposal Activ. Sludge test
Simul. test
Nutrient solution | Synthetic Synthetic Synthetic Synthetic Synthetic sewage
sewage sewage sewage sewage
Domestic Domestic Domestic Domestic sewage
sewage sewage sewage
Mixture of both Mixture of both Mixture of both
(COD: 250-350
mg/l)
“Inoculum Secondary Activated sludge | Activated sludge | Activated sludge ]] Activated sludge.
effluent 2591 Secondary Secondary
3mi effluent effluent
Composite Composite
inoculum inoculum
Test 202 mg 10-20 mg/l DOC | 10-20 mg/I DOC | 10-20 mg/IDOC }]20+2 mg
concentration MBAS/ or mg MBAS/ or mg
BIAS/I (5 mg/l) (5 mg/l) BIAS/
Operating
parameters _
1. Addition continually discontinuously continually discontinuously
nutrient or
solution discontinuously
2. Exposure
time
« HRT 3h 6h 6h 3-6h 6h
* SRT 6-10 days 6-10 days 6-10 days
3. Suspended 2549/ 1-3 g/ 1-3 g/l 2549/ 1-3 gl
solid
4. Room 19-24 °C 20-25°C 20-25°C 18-25°C 20-25 °C
temperat.
5. Air lift pump continually discontinuously discontinuously
5 min every 2,5h 5 min every 2,5h
6. Sampling |
MBAS/BIAS every day S5/week
DOC/COD 2/week 3iweek 3/week 14-20 2/week
determinations
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It is important for the legislator and for the industry performing such primary biodegradability
test to know the costs involved.

The information provided under this chapter is only indicative and does not necessarily
reflect all existing situations.

The following indications were obtained:

-Analytical methods Costs/sample

- semi-specific. MBAS, BIAS, DBAS, CTAS: 45 - 130 Ecus
extraction included

- specific analyses: ‘
GC/MS 125 - 150 Ecus

HPLC 50 - 100 Ecus
more sophisticated techniques 150 - 450 Ecus

Not included:- sample preparation and extraction
- validation of the analytical method

Biodegradability test method . Operation costs
- Screening test: OECD Die-Away test: 1000- 1500 Ecus
- Confirmatory test 9 000 - 11 000 Ecus
- Ready biodegradability tests 1500- 5700 Ecus

non-specific analyses included

- Pre-adaptation of the inoculum 380- 500 Ecus
(supplementary cost)

Total costs of the biodegradability tests as performed according to the detergent
Directive:

- Screening test. OECD Die-Away test, 1800- 3500 Ecus
19 days:
- Confirmatory test, 28 days 10 200 - 15 000 Ecus

Price information is based on the prices indicated by different laboratories for
biodegradability tests performed under GLP.
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7.1 ANALYTICAL METHODS

To make the content of the conclusions on analytical methods more practical it is necessary to
order the proposals or developments according to their “urgency”.

Development of an analytical method for cationic surfactants

Before an analytical method can be introduced into the European legislation on detergents it is
suggested to use the following approach:

* To identify the cationic surfactants normally used in detergents

* To examine the applicability of the Disulfine blue method (DBAS) to all cationic surfactants
including Esterquats

* To discuss the content of the existing DBAS standards and the French proposal T73-280
and to prepare if necessary a new draft of an the accepted analytical protocol

* To discuss the problem of separation of cationic surfactants from other interfering
substances

* To carry out an intercomparison exercise between European laboratories experienced with
the DBAS method to confirm the validity of the test

* To include the test method in the European Iegislatibn.
Problem of separation of surfactants

Depending on the outcome of “burden of proof” the problem of separation/extraction of surfactant
from the detergent mixture may need to be discussed by an expert group. :

Problem of surfactants not responding to non-specific methods

By using the summary of the table of applicability of non-specific analytical methods (Table 2a to
d) of this report, it is necessary to identify which groups of surfactants will require the use of
alternative methods. Priority in the establishment of instrumental methods may need to be
discussed.

Development of the Orange Il method for amphoteric surfactants

Further developments of this method are dependent on the results of the study carried out by
TEGEWA in Germany (End September 1997).

Inclusion of the Cobalt Thiocyanate method (CTAS) in the European legislation

A discussion should take place between experts to find out if this method can be introduced in the
European legislation taking into account its:

* Facility of use
* Sensitivity

* Reproducibility
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7.2 BIODEGRADABILITY TESTS

*

The existing biodegradability tests as described in the detergent Directive can remain
unchanged unless adaptation of the test methods as proposed for the screening test and the
confirmatory test are adopted. The proposals for adaptation have to be considered for practical
reasons and to be in line with other existing test methods

Existing “ready” biodegradability tests could be accepted for testing surfactants but taking into
account difficulties such as adsorption, solubility, toxicity

The development of new biodegradability tests, such as the Headspace CO- evoiution test has
to be considered, this would allow to test for instance poorly soluble surfactants.

7.3 _PROPOSALS

*

Adaptation of the existing detergent Directive relatmg to the analytical and biological part of the
test methods for practical reasons

introduce analytical test methods for cationic and amphoteric surfactants, validation is still
needed. Introduce the CTAS method for the non-ionic surfactants as a supplementary
analytical method

To discuss surfactants for which semi-specific methods are not applicable

Introduce the “ready” biodegradability tests to perform tests with difficult surfactants and to
develop a strategy for the acceptance of surfactants in accordance with the legislation

Discuss new biodegradability tests under investigation for possible inclusion in the directive.
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Le rapport présente les résultats et conclusions de deux
groupes d'experts de 1'CCLI sur la standardiszation des nédtnodes
anhlytioues et la détermination de la biodégradabilité des
ageats de surface anioniques et noa loniques utilisés dans 1es
détergents mcnaoera synt hetﬂcues.

. . .

Les méthodes a;alytioues pronosées ont _ait l'objet d'
large accoxd de la part des dew: zroupes, et refletelt 1vétat .
des technicues d'analyse chimique a l'époque de leur approba-
tion. .

En ce qui concerne la détermination de la biodégradabilité,
on propose une méthode comoune pour les deux tvoes dlagents d2
suriace., Cette ndéthode repose swr' le choix des <ecthniques de
laboratoire qui ont jusqu'i présent recu l'accord le plus large
parni les vays llembres en wvue dtévaluer le cozmportement des
agents de surfiace en ce qui concerne leur de’racaulor dans les
statlods d'enLratlcn des eauwx usézs. ..vVec ’a néxi.ode chcisie on

ne veut pas s'at re & ce gque ;es résultats sinulent des ceon-
ditions 3ec1ales, ou satisfassenc des ex**enc 2s varticuliires,

aussi iaportantes quielles puissent étre ocgiemenu.

Il est certain que les recherchns se poursuivent et de-
vraient &tre encouragées en vue de metire a2u point des zéthoces
cocnunes plus appropriées sur lesCuelles les pays llembres pour-
raient ultérieurement se mettre diaccord.

-

* La giffusion générale de ce document a été décidée le 31 mai
1976. .
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1, ALDERTCINUICE om AZCCIIUITATIONS SSIThALLS
1.1 I1 v a une vingtaine dtannées, ltutilisation croissante

des’ dg“crgen symtihdtiocuss a eu nowr couséguence, on dellors
des nrogres rLa1150g dans la +ecn:;cue du lavage et du
nﬂttova~e, ce perturoer le Zon +iomnerment des stations
d'épuration d'eaw: usées, et de arovocuer une nouvelle Iorae
de pollution de l'eau. L'efZet le plus visible en a ¢té
lt'apparition de nousses, en QLantlucs parfois trés ioportantes,
sur les rivigres dans de nomtresu: pays. Cet aspect particulier
des nuisances résultzit des agents ce surface*, principalenent
des zgents de su:-ace anioniques cui reprdésentent actuellement
environ les trois-quarts des uens-oaCtlfs.connerc*al;scs, et
égalenent, bwen quii un degré moind-e, des agents de suriace
non ionigques (eaviron wn gua=t du zarcad).

1.2 Dans un nrenier <tenps, en accord avec les pouvoir
nublics, 1'industirie = assez rapidement mis au point des agents
de surlace cnioniques avodegracao’es (dits “dour" par opposi-
tion aw: produits nrﬂceaeunent utilizds, zppelds sdurs"). Ces
nouveaw: procuits souat en grande partie é1lininds au cours des
nﬂretloas d'épuravion lo‘oslcue conventionnelle des eaw:
usées ; une certaine dliminction neut dgelement stelfectuer
"rﬁce au procecsus d'zutoénurction dans les cours d'ezu.
Llintroduction de procuits de r*"b'::e:e1~ bioddgra dhbles ne
peut, 3 elle seu’e, résoudre tous _es szroblines posés par les
agents de surfzce utilisds cons les _c.ergents syﬁthetlaues
(digestion des ooues et influence sur le transiert dloxys

nar exemple), nais elle a concduit : une amélioration importante.

1el Pans de nombrew: pays, dea ~esures ont été »nrises ou

sont sur le point de 1.'8%ire nar les pouvoirs nublics en vue

de prohiber lfutilisa<tion ces produits qui ne présenteraient

nas un taw: de-u*oaec-baatlon acce ~zable. Ces nesures consistexnt
en l; conclusion dlaccords enire l'zéninistration et les
fabricants de détergents ou en l'appliication de re;le:ent tiozs
ou leglslaulons.

1.4 In ce qui concerne les zzents de surface anionicues,
wne législation est en vizueur en Ll’cnagne depuis 1S54,

Sur le plan internationzl, un "Accora urondéen sw 1’z
lim1tat101 de l'eu3101 de certaias dc*ergcn»s dans les produits
de lavage et de nettoverze" a etc conc‘u on 1668 cans le cadre
du Conseil de l'Europe lecord partiel) y et est entré en

* On ne coasidérera nas dans ce rapport les effets éventuels
(ecutrophisation, par emner ple) Cus 2 des constituants autres
que les agents de surface.
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vigueu- le 15Afévr;gr T Ulté:;cu:egept, d'autres'pays‘
européens ont adoptd wie 1lézgislziion sinilaire, condulsant
le Conseil des Comunautés Curciéennes a nublier une directive

en ce domaine le 22 noveubre 1¢73.

1.5 En ce cui concerne les agents de surface non lqniqges,
certains nays, doat la Trance et 1l'.llemagne, gq? env:s§gc

dés 1972 la nise en placc de législations gpecizlques. .U .
début de 1074, la France a avisé la Comnission des Communautes

Curopéennes de son intention ce publier prochainement un arrcte
en lz matiére.

1.6 Diverses métnodes, ayant chacune leurs avanteges ev
leurs inconvénients, ont été proposées en vue de contirdler

a priori, par détermination du taw:r de bibdégradat%on, si les
agents de surface contenus dans les préparations détergentes
nises sur le narché nirésentent bien les qualités recuises.

Ces ndéthodes son% Zonddes sur des processus biologiques et
sont particuliérement soumises ée ce fait a l'influence de
nombrew: facteurs ; les résultats fournis sont donc forcénent'
différents d'une néthede & ltautre et une cervaine variabilite
peut 8tre observée d'un laborateire & l'autre.

1.7 Les travaux effaectués au cours des ammées 1963-1S70
par un groupe d'e:perts de 1!'CCIT sous lz direction du Groune
Sectoriel sur la Cestion de 1l'Zau, ont abouti & la nmise au
point d'un systine de coniréle 2 utiliser pour estimer la
biodégradabilitdé des zzents de suriace syatiaéilgues du tyre
anionique. Ce systéme comporte dow: Jtones dilférant tant
dans leur principe que cans les indications cue l'on peut

en tirer en ce qui coucorme la Diodégradabilité cdes agents
de suriace qui y sont soumis : ‘

- un test statique du type "en Iflacon ouvert"

- un test dyncamique fondé sur la simulation des
conditions e:xistant dons les stations d'énuration
biologique d'cau: usées.

Le test statique (test de triaze) oifre l'avantoge
d'@tre relativenmcat siaple et repide et de pouvoir étre
eflectué sur un grand nombre de »roduits 4 la fois ; il permet
d'obtenir aisénent une premidre discrinination entre les
produits e:xzminéds, . :

Le test dynamique de sirulation (test de confirmation)
présente.l'avantage d'éire plus proche des conditions réelles
d'épuration dons les stationes ce traiteuent des eaw: usées.

Tl 2écessite cependeat le recours &2 wa ¢quipement nlus comple:ie
et un travail s!étencdant sur nlusieurs senainec,

les dew: Tests s'epnliquent zw: agents de surlace
anionigues, soit tels quels, soit contenus dans les détergents
nréts 3 l'caploi ; dans ce dernier cas, il est nécessaire de
procéder & une extraction préalable de la natigre active.

-




1.8 Les considdérations qui srécident ont conduit le Conseil
de 1'0CDC i recommander l'apnliccticn de ce systéme de conirble
pour les zgents de surface anionigues dans les ccaditions
suivantes :

cel
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et accepzation des procuits doat la biodégradadl

déter=inée nar ce test dépasse le pourcentage
requis ; et

(i) utilisztion du tost statique comme "test de *r

(1i) utilisation du test dynemicue de simulation comme
"test de confirmaticn" pour les seuls produits
n'ayant nas satisfzit au "test de iriage", les
résultats du test de confirmation étant les seuls
& prendre en considérstion nour ce qui concerne le
refus ou l'accentatioa des nroduits non acceptls
par le test de iriage.

... Le test dynanique est considéré cozne ndthode de
référence dans la Directive des Cocmunautés Zuropdennes.

1.9 Dés juillet 1672, les trazvaw: ont été noursuivis dans
le but de netire cu noint une néthode dlesszi coumune pour lz
détermination de lz biodégradabilitd des agents de surface
non ioniques. Ces travows: ont <tout d'abord norté sur la zise
au point d'wie tTechuiicue cnzlytique satisfaisante pour doser
ces procduits dens les zzum, wie telle teclumiique n'dtant nas
disponible, Des eszzis circulcires iater-laboratoires ont
abouti a recommander iz métnode su tetra-iodobismuthate de
“iclkibold (veir Caspitre 5). Une autie Tecimique anclytigue,

basée sur la caromctosrapaic en coucie nince (méthode de
Patterson) +, a dgalement 446 considérée comme utile, notamment

pour étudicr les produits intermédiaires de la biodégradation.

1.10 L'adoption de la technique analytique = pernis de
conmmencer a étudier le comportenent des agents de suriace non
ioniques daiis les stations d'épuration d'eaw: usées. Les
travaw: cifectudés nontrent que les zlcools ethonylés sont
facilement dégradés, quellos que soient les conditions. Par
contre, les zlliylphdénols ctho:ylés neuvent ndcessiter une
période d'zdzplation prolongde et, si une biodégradation
satisfaisante peut &tre obteoaue dens certaines installations,
elle est insullisante dans d'zutres cas, notamment dans des
conditions géogravhiques 2t climatigques particuliéres (les
basses tempdérotures ont notamment wle influence négative
impor<taate). Dtant donné que les slhylphénols dthoxylés ont
des apnlicaticus industiriclles oarticulidres, les provlancs
de pollution nouvant provenir de leur utilisation sont plutdt
conceatrés dans certaines zones et neuvent 8tre résolus zu
aoyen dlinstallations de traiteuont anpropriées.

. s @ Bn ittt B e e e s,

#  lethods of’Testing “ater Used in Industiry - Dritich
3tandard 20€0 : 2art 71 @ C7.



"_~5 -

1.%1 Ia ce qui concerac lz déterninction cu taw: de diodé-
gradation en laboratoire, les esszis rdalisdés montrent que

le test statique précéderrient receormiancé nour les agents de
surface anionicues peut, en utilisaznt la Tecimnique analyticue
de ‘iclibold, doirier wie certaine indicavtica quant au compore-
nent des agents de surlace non ionigues, etv pourralit &tre
utilisé comme tTest dlaccentotion doins Les nfaes linites que
celles qui sont pirrdvues nour les produits anioniques au
paragranie 4.8 ci-dessus.

1.92 Des essais circulaires interlaboratoires ont également
été organisds dans le but de vérifier si le test dynanique
recomnandé pour les azents de surface anionicues pouvait, en
utilisant la technicue analytique de ‘Jiclibold, &tre appliqué
aw: agents de surface non ifoniques. Teiant coopte des résultats
obtents, la nejorité du Groupe dlermerts 2 été d'avis cue ce
test pouvait &tre retenu comne aéthode internationale de
réifdrence pour évaluer le taw: de biodé readation Ges agents

de .suriace non ionigques.

1.13  Certains menbres du Groupe d'e:perts ont cependant

estiné que la =éthole preposée ne domnait pas entiere satis—
faction du fait de la varizbilité des résultats obtenus, de
difficultds concernant la formation des »oues, et narce qu'elle
ne tenait pas coopte de l'ellfet cdes dasscs texzpératures,

1.74 Il est possible que ces zudliorations de la remroducti-
Dilité des résultaots puissent 3tre otionues lorsque les lapbo-
ratoires zuront accuis wie empdricics vius conrofondie de la
acthode. I1 est comseillé awsr laborztoires qui utilisent la
aéthode pour la nrauidre fois, cu cui épxrouvent des difficuliés,
de consulter un lzboratoirc plus e:pirimenté,

1715 ° Les dew: tests s'ennlicucat awr zgents de surface non
ioniques, scit Tels cuels, soit contanus dans les détergents
préts 2 llemnloi. Dans ce dernier cas, il est nécessaire de
procéder i une exmiraction préalable de la natiére active et
a une séparztion des agents de surface anioniques et aon
ioniques (voir Chazpitre 5).

1.6 Des instituts de reocherche poursuivent encore des

€tudes sur la biodésgradabilité das agents de suriace, et il

est possible que dos progrés imporiznis soient faits a ce sujet
au cours des nrociazines winées. Des chzngenents profonds
pourraient d'zautre part intervenir czis les caractéristiques
des détergents nis ultérieurencat sur lc aarché, Le critlre

a utiliser pour Zuger de la vzliditd d'un tost de latoratoire
doit en adiinitive Zire cque le test eoa cuocstion conduise a

s ré tots iaparavles 3 ceus: ovtenus dans les conditions
‘des résul s couparavl o 1 dition

de l'épuration biologzicue des eaw: usdes.

1,17 Les néthodes dderites dans le présent rapport sont
considércés par lo majorité du Groume d'eimperts coume valables
dans les circoastances présentes,



2. TERNIMOLIGIZ

. Un détergent est un produit dont la compocition pratique
est spécialement étudiée pour coaccurir au deévelopvement des
hénonénes de détergence. Il comprznd des composznts essentiels

fagents de surface) et des composants complémentaires (adju-

vants, reaforgateurs, charges et additifs). Seuls les agents

de suriace anionigques et non ioniques sont considérés dans

le présent rapport.

. Dans le présent contexte un agent de surface est le compo-
sant tensio-actiZ d'un détergent prét 2 l'emploi.

. Dans le présent contexte, "biocdégradebilité" a pour signi-
fication la décomposition d'un composé organique per des micro-
organismes, dans les conditions des uéthodes d'essai, avec pour
conséquence la perte de certaines pronriétiés initiales respon-
sables de nuisances pour l'eaviroinsmenc.

. Dans le cas cdes agen®ts de surlace znioniques, le déroule-
ment de la bioddzradabilité est suivi au noven d'une technigue
analytique basée sur la Zorumetion avec le bleu de néthvlene ce
sels solubles dans le chloroforze ; on llexprime en termes d'un

produit connu de tétrapropvliine bencéne sulionate.
. Dans le cas des agents de suriace non ioniques, le dérou-

lement de la biodégradabilité est suivi au moyen d'une techni-
que analytique (néthode de '‘iclihold) %zsée sur la formation
éd'un précinité avec le tédtraiodobismuthate de bariun. Dans sa
Iorme actuelle cette technicue s'applique essentiellement aux
produits éthoxylés et propoxylés solubles dans l'ezu. Ce groupe
ce procuits comprend la majorité des agents de surface non
ioniques actuellement utilisés.

- g
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5. TST ST.TZQUS

(Test de triage)

31 Donaine d'zonlication - Linites du Test

La néthode s'appligue aw: agents de surface anionigues
ou non iorniagues, agentu de surface eu?-mémes ou formulations
en renfermant,

Les substances ch.“lcues (so lutions ou gaz) susceptibles
dtinhiber ltactivité des :icro-o;ga;-sues sourront freiner
les nrocessus de biodégradation et donc inTluer sur les
résultats. Parmi ces saosu“aces, il convient de citer
notanuent les coiposéds fortenment Hasiques, les scls métal-
--ques ‘o:iques, les solvants or ganiques et les produits
bactéricides. ,

Les zgents de surface ew:z-néaes neuvent 1nh1ber ltacti-
vité des nicro-orgenismes lorscu'ils sont présenis 2 une
concentration °u_‘lstDeﬁ* dlevée.

Les composés zlcali=ns et d'autres sudstances nrésentes
dans les »rocduits de avage neuvant interférer sur le »id.
Clest nourquOL la néthode “rcSC“’t de travailler en milieu
tamuonne et sur des e:fraiis nurifids contenant les agents
de surfzce (voir Chapitre §).

3.2 Princine du Zest

Une quantité déterminée de l'agent de surface, ou du
produit prdéalableient extraiz, correspond at a 5 ng/l ce
substznce active, est dissoute dans une solution minérale (3.3.2).
Cette solution’est ensemencée a2 l'aide d'une faible guantité
de nicr o-organisaes aérobies représentant une populat;on
ni:cte, et :lse en incubvation 3 25° C X Jjusqu'a ce que la
concentration en substance active “es:c gnnroxlgatﬂveuenb
constonte. Les agents de suriaces anionigues sont dcteralﬁes
comue substance active au bleu de ndthyléne (I3.S).:Les agenus
de surface non ionioues sont cdétermindés coime substance active

l'iodobisnuthqt (3IAS) en utilisant la méthode de “;c“oold
(voir Chapitre 3). L'e;fngCluc des processus biologiques est
coatrdlée au moyen de dew: suvstaances stancdard anioniques,

J
]

Wactifs *

-

3.3

3.3.1 Lau déionisée (ou distillée)

Lt

Comne solvant, on utilise de dani2re générale uae
eau c¢éionisée ou distilléc exenpte de substances to:ziques
(cuivre no**’ ent).

“w s Ml s e s s . s e T t.8.s 8 s e saa
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3.,5.,2 Solution nindrale e e

-+ On prépare un rilieu (3.3.2)‘regfernan$_l nl de
chacune des solutions suivantes (2) & (d) par litre
dleau : 4

(a) !':‘ HZ Pol', pla. O..Q‘.....l.l.l....l...... 8’5 g
KzH Poh p.a' 80000 0000000800008 000000 21,755
NQZHPOL}. 2?‘20 p.a. 0..00..0:“;..:... ) 3‘3’4 G
I\]H“ Cl poau 000608 00608 0¢QAD00SBSOENOCIOTSTCSTIDS ' 1’7 g
eau ...Q....ll.."..........l..‘..l.l... 1.000&11
Le pH de cette solution deviait &tre de 7,2.

(b) 22,5 g de g 50,,.7H,0 p.a. dissous dans 1.000 m1
dleau. .

(¢) 27,5 g de CaCl, p.a. dissous dans 1.000 =1 d'esu.

(d) 0,25 3 de FeCl..5 H,0 p.2. dissous dans
7.000 ol d!cau?

Cette solution doit &tre préparde inmédiztement
avant uszg2.

Jed.) Solution de calorure nexcuricue

Solution de #gClpy 2 1 pour cent dans 1l'eau.

Standerds de biodderadabilité

34,1 &tcadard anionigue "doux"

I1 a été décidé d'adopter le iiarlon A%, un
allyl-benzéne sulfonate linédzire cocmercial. La biodé-
gradabilité de ce produit, dans les conditions du test
proposé¢, est dl'environ 92 pour centi¥,

Z3.4,2 Standard zaionicue "dur? .

Un allyl-benzeéene sulfonate peu dégradable,
du type tétirapronyléne benzéne sulfonate ranifid (TDSH)
est dgalcneat ndcessaire. La biodégradabilitdé ce ce
produit, dans les conditions du test pironosé, est de
0 -~ 35 pour cenv.

* Le liarlon A et le TES sont produits nar Chenische ‘Verlke

H@ls A.G., h§7’ﬁarl ir. Reclilinghause, Postiach 1180,
République Iédérale d'fllenagne.

## La biodérradabilité du iarlon /., déterninde cu cours des

essais préliminaires du Groupe d!'Zperts est de V2,4 pour
cent avec wie déviztion standard de 2,1.
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5.4,5 Staandards non ionicues

. On a exanind la nossivilité de recommander
lrutilisation de certains agents de surZace non ioniques
conne standards de biodézradabilitd ; llexpérience dont
on dispose actuellement est insuifisante pour permettre
de faire un choix. ' -

3.5 Préparation des dchantillons

5.5.1. Les agents de surface peuvent étre testés tels
guels. La teneur en (BAS ou BIAS doit &tre dosee dans
le but de préparer la solution (i.) utilisée pour le
test. . :

déternination des taux de iBAS et/ou DIL3 et de savon.
On procide a une extraction alcoolique dans les
conditions suivantes (voir Chapitre 5) :

) 3.5.2.1 ZIxtraction zlcoolique si le taw: de savon
est inférieur au tow: de .ZAS ou BIAS.
T T ‘1 5.5.2.,2 Extraction alcooligue et élimination de
savon si l'échantillon coatient nlus de savon que
de :3AS ou 3I.3. .

| 3.5.2.3 Séparation des ageuts de suriace anioniques
i i1BAS et des agents de suriace non ioniques BIAS.

345 Prévaration de la soluticn utilisée mour le test

On utilise une solution (1) contenant 4 g/l de :3LS ou
3143 corze solution de base, £ partir de cette solution de vase,
on prépare une-autre solution, contenant environ 5 mg/l, qui
est utilisie pour déterniner analiytiquenent le contenu ecn
1 3AS ou DIAS. Cette ¢étape est ndcessazire pour s'assurer que
la concentrztion est dans la zone de prdcision mastimale de la
méthode cde déternminztion, La soluticn (1) sert & préparer la
solution utiliscée pour le test, selon lz procddure décrite
eu paragrapic 3.°2. . ’ . .

3.7 Lnsemnencenent

Zin princine, tout nilieu renfermant des nicro-orzanismes
aérobies- représentant une pooulation mixte peut convenir. Dans
tous les cas, le standard de bioddésrzdabilité "dou" doit
atteindre un faux de biodégradation d'environ €2 nour ceat et
le standard "dur® un taw: de biodégradation de 0-35 nmour cent

- (voir j.4.7). La quantité da'iznoculum nécessaire pour obtenir
cette condition dénend principzlerment de l'tactivité biologique
du milieu choisi.

-
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I1 c3t essenntiel que l'activité de l'inoculun soit
précisée C'ner’ncn»alehedt lorsgue la néthode est utilisée
pour la preniére Iois, ou lorsqu'un changenent quelconque est
apportd a la nature de ltinoculun, Dans ce odut, et au _3oyen
dlessais nrélizinaires fazisant intervenir des quantiiés
varizoles de l'inoculun choisi, on é¢tudic le comoortenent des
dew: stzundards oui ont été définis en 3.4 ci-dessus. La gquantité
d'inoculua cui permet d!obtenir pour les standards des taus
de bioddg adaiion qui répondent aux conditions définies au

. parag sroplic 3.1% doit @tre considérée comne e»;nt appropriéc.
Gedc**le;c"u, wile guantité de 0,5 ml/litre est suffisante.
I1 est rccommendé de confirmer de tenps en temps ces résultats,
. surtout si des variations sont ovservées concernant la vitesse
et le taw: de biodégrodation des st*ndards.

Llensenencement sera de nrclcrence rcal¢se au moyen
d'un effluent secondaire de bonmite cualité prélevé dans une
station d'epurau101 biologique traitant ﬁr_hCLnalemeﬁt des
eaux usées d'origine doaestique. L'e:fluen» Coit &tre zaintenu
dans des conditioiis aéro ics peadant la période précédant son
utilisation. Pour nrémparer 1'inoculuu, ltéchantillon est

. £iltré sur fili-c o n*:; (£iltre en napier mou a filtration
rapide) ; oa Jlizina 1cs GGO nreaiers nl ; le reste est
maintenu en ceration juscu'au aozeat de l'emploi. Cet inoculun

— _ 4 doit 8tre utilisé le jowr méue ol il a été recueilli.
3.3 Loparecillage

. Lgitatour permettgnt ltutilisation d'Erlcnmeyers
de 2000 a2l avec régulation éveatuelle de tcgpérature.
2u cas ol l'a*itateur nlaurait nas sa propre régu-
lation, locel & température constante (25° C + 1° C).

« orlenneyers de 2000 al & ouverture pas trop étroite.
Les flacons doivent &tre soigneusement lavés et rincé
3 1l'alcool, et seches, avant usage afin dtéviter la ccntamlna"*
pouvant etre éuc 2 des résidus d'lesszis précédents.

3.2 Protocole crmdrinental

~

3.1 ZLzoats de surface anionigues

Les échantillons I e:xzziiner et les standards
sont testgs sinultanénent en douole e: emplalrc. 4 2000 ml

. ' de la sol u:*on zindrale (3.3.2) o ajoute 1C al de
la solution (4) - échantillon ou s aadard - et la
quantité apnroor iée d'inoculun détorainde selon le

parcgTepie 5.7. Les solutions (i.) u»illsces pour le
Test colvoat Stre cnenpies de mousse ; on procide

: a3 une douole dlteruination de leur conccntration en

. 13I5. La velevr noyacirie obtenue est la concentration




—— .k

iﬁlt:__ Go 7 cette concen:rat101 do** 8tre connrise

ciutre 4,5 ot 5,5 ap 1ZA8/1, et + 3+ro ddterainde a
o,.nU'I:uu/’ arés, Ou introcduit c’CO nl dans chacun des
dew: Zrlenzevers ut’lﬂsys pour "essal. Les dew: Ilacons

sont bouchcis & 1'z2ide do coton, de telle sorte cue
ltéchange d'air exntre lc flzcen et l'"*“osphare
cuvironnante ne soit pac indlment couviaric ;3 les

flacons sont cnguite oiis en incubation & 25° c + 1° sur
llzgitatour priévu 3 cet offet. La *tompdérature dz 25° C + 1°
do:.v 8tre zaintenue constznte Dexda“t toute la durée
éu test cv les flccons doivent &tre 2 1ltabri de la lumisre
dirccze. '**r cabiant doit &tre exeupt de natidres -
polluantes et toriques (solvants calorés, etc.).

Dans chzcur des flacons, on procdde au dosage
des 13BAS 2u 5 e jour d'incuvation, au 83me jour, »duis
tous les deux jours, jusqu'ad ce que la différeace
cor;egvo1aant a2 nrelevc_elus séparés par unc période
de &4 jours soit inf¢rieure a 0,15 mg :3SAS/1. Le dosage
correspoadant au premier de ces dew: npréléevements est
gdontc coume ddbut du nzlier de la courbe du pourcentage
de dC”rad-ulOu. On trzce la courve du pourcextage de
déo.ﬁdau;on en :o wction du temaps (voir Figure 17. Le
projranme de nrélévenent peut étre ”OCl:ié si le
debu" du hlle“ de la courbe de b*odegradatlcn est
étalli avec ordicision : =ais la durde du test ne peut
en zucun chs dépasser ¢ Jjours. Pour l=s doszges,
on dvitera d'efZectuer ces prélédvenents trop izportanis.
Au début de llessai, des prélévements de 10 & 20 mi
sont suilisznts leur volure peut stélever & 100 ul,
en Zia d'essai, Ca Troceder a & "el*:z;atlon c¢e lo =ousse
nuis a l‘nonog-nelo;ulo: dc lg solution. CTi les ecqan-
tillors nc sont nes atalysés daas les ) neurcs suivant
ie prél=ve4-"., ils serot comservés nar acgdition d'une
solution de chlorure:isrcurique (,.,.)) ver-et"ant
d'obtenir wne conceatration de 20 ng HgClz par litre.

T r A ~ - D o S mem g -
Z.5.2 Lments deo zurfoce non fonicues

»

Les ¢clianzillons 3 emaniner et les standards
(staiceds anienigues, voir J.4) soat testés simulta-
nément en <outle enemplaire. Pour les écnant;llors non
ieniques, a )OuO ol de la soluulon minérale 3.7.2
on ajoute 25 =1 de la solution (1) er lz cquantitd
appropriée d'iiocu.au dacternindée selon le paragrapie 3.7,
Pour les szanaards enioniques, a 2000 =1 de la solution
ainérzle 3.3.2 on a2joute 10 al de la solution (1) et
la qu-at;tC eppronrife dl'inoculun déteminde selon ie
poragrephe 5.7. Les solutions (i) utilisées pour le test
doivent ctrc crzecptes de foucse ;3 on arocede 2 une
uovalc déternination de leur concentratlon eir 2145 ou
mnle Lo valcnr fovennc ootchue 2s%t la conceantration
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initiale?o;:ettccsncenfrationd@it tre cenmprise entre 4,5
et S,St_:t:/.' y ~t doit #tre 7dterninée 1 0,12/ orés (voir cha-
nitreol. or i duit 1220 =1 de la soluticn minédrale con -

tenant l'échentillon or ionigue dars chooun des cua<tre

Erlenmeyers utilisés pcur ltessai, Deu: autres Irlenmevers
sont nécessaires powr ciaacue standerd ; on introduit
dans chacun 900 21 de solution. Les Ilacons sont bouchés
a4 l'aide de cotoz, de ©Telle sorte que l'déchange d'air
entre le Ilacon et ltatoosmheéere environnante ne soit

pas indQment contraridé ; les flacons scnt ensuite zis

en incuvation & 25° C + 1° sur ltagitzteur prévu a cet
effet. la templrazture de 25° C + 1° doit &ire maintenue
constante peadzit toute la durde de l'essai, et les
flacons doivent &tre 2 ltabri de la lumiére directe.
Ltair apbizat doit toujours &tre exempt de natiéres
polluantes et tomiques, solwvants chlorés etc.

Pour les &échantillons non ioniques, alin de
disposer du volume ndécesszire pour l'znalyse, on
eflectue le dosaze sur un mélange obtenu en prélevant des
volumes ¢gaw: dans dew: f{lacons. Les dosages sont
effectués aw: 5éue et 1Céme jours ce l'essai, les
voluries prélevdés dans chacue Iflacon d+tant respectivenent
de 2C0 et 5C0 2l ; l'analyse porte zinsi sur des voluues
combinés de 400 nl et de 1000 1l ce qui peruet, compte
tenu des limites de la “echnicue analytique, de déterminer
des taw: de bdiodégradation dais la ganme de €5 ;.. Daus
le cas de substainces ayznt un taw: de vioddgradation
inféricur 2 GO i, le volune prélevé pourrait &tre rdécuit
(600 ml), Pour les siznderds, on eifectuc le dosage cn
suivent la procddure indiguée pour les agents de suriace
anioniques (3.S.7). :

. On »rocidera & l'élimination de la mousse puis
a l'nozmogzéndisation des solutions. Si les échantillons
ne sont pas anclysds dans leos *rois aeures suivant le
préiiverent, ils secrent conservés nar addition d'une
solution de calorure zercuricue (5.3.3) permetiant
dloztenir une concontration de 50 ng Zglly par litre.

Lioression dns rocultazs

Le nourceontage cde dégradetion (i) de l'échantillon, et

le pourcentzze de dé;;:dation (is) ¢ées standards dc biodégra-
dabilité, sont calculis en appliquant la formule suivante :

Ly = =m————— 1z 1iC0
CO

At = pourcentage de dégradeotion au terds t,



-1 =

Co = conceniratiza initiale moyemne déterminde sur
la solution (ii), exprimée en =g :BAS/1 ou 3g BIAS/1

Ct = concentration déternince sur la solution (:)
: au temps ¢, crprinde e ng -34S/l ou mg DIAS/L.

Dans le cos des azents de surZace anicnicues, le
sourceontage de dégradation pour w: scul e3sel (sie) st obtenu
pour Lt = &g et C; = Cg, pour lequel Co remrésente la concea-
“tration obtenuc pour le prenier prélévenent correspondaint au
palicr de ciodégradation (condition définie en 7.0). La
noyennes arithndtique des deux valeurs corrcspondantes (lLe)
est lec taw: de biodégradation (L) de l'échantillon. Pour les
produits qui e présentent pas ua nalier de biodégradation,

Ce est la concentration obtenue 2 la Zia du test, clest=a-dire
au 1%eme jour., Les résultats sont calculés & 0,7 pour cent
prés, et la valecur génirale des taw: de biodégracation est
arrondic & 1'unitdé (les rdsuliats correspondent 4 0,5 étant
ramendés a l'uité inférieurc). R

Dans lc cas des z~cats de surface noa ionicues, dans
1tétat actucl ces comnalssc..ces, Lc nourcencage ae cegradation
sera calculé en se tasant wilquezent sur la ooyeane des
concentrations obtcnues au iC3me jour (Ct = ng). Le cosage
effectud au 5&me jour sert 3 vérilier cue la dégradation
steffectue 2 une vitesse sctisfzisante. :

Je11 Validité cdes rdsultat

Les résultzts sont valzbles si le “aw: de biodégradation
du standard "déow:?, colculd selon la2s conditions définies au
paragraphe 5.7, est conpris extre S0 et €5 pour cont dans le
courant d'une période de 4 jours (e durdée de 7 & 1C jours
. est en générzl adcessaire) ; et si le standard "dur" ntest
pas dézradé a plus de 35 pour cent envirou,

Si ces conditions ne sont pas remplies, il est nécessair
de recomnencer la série. .- .

P
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4, TOST DYIIAIZOUZ DT SI:ULLATICH

(Test de confirmation)

4,1 —auivenent ndcessaire

La ndthode de nesure est: basée sur lfemploi d'une instal-
lation de boue. activée schiématisdée dans la Plﬂure 2 et décr te
. de maniére plus détaillée dans la Figure 3.

_ Ltéouipenent se conpose d'une cuve A pour stocier les
eaux résiduzires Synthct;GL“s, cd'une nompe coseLse 3, d'une
cuve dtaération C, d'un décanteur D, d'we pocpe a air compriné I

pour recycler la boue activie, et d'une cuve F pour recueillir
lteffluent traitd. '

Les cuves A et F doivent 8ire en verres ou cn natiére
plastique appropride, et contenir au moins 24 litres. La
poupe 2 doit assurer une aliumentation réguliere de la cuve
dladration en eifluent sthh uicue ; cn cours de fonctionnenent
aormal, cette cuve doit coatenir 5 litres du mélanze. Ua ver
frittcé G destiné & ltcdration est suspendu dans la cuve C, au
sorxiet du cbﬁe ;n‘cricu: de cectte cuve, lLa quantité dtair
- insufilde mar le dismositif dladration coit &tre contrdlée

par un débitaetre.

{ 4,2 Technicues ana ioues

Les zsents de surfzce anionicues ((T:45) sont déterminds
- selon une technique analytique appropride.

Les agents de sur‘ace non ioniques (Blnsg sont déterminés
selon la uechnzque ¢e "ickbold (voir Chapitre &

4,3 =ffluent symtiiiticue

Pour eiZcctuer ce test, on se sert d'un effluent
synthétique en p;cparant 24 litres (&4vit par jour) dhune
- solution qui coatieat, par litre d'eaL de ville, les éldéaents
ci-aprés .
. 150 ng de peptone
' 110 ag d'exttrait de viznde
50 ag d'urde .
7 ag de chlorure de sodiun
4 pg de chlorure de czlciunm, 2 1120

2 ng de sulfate de nagnésium, 7 20 et
20 + 2 ug de (BAS

ou =
10 # 1 ng de oIS,
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On exttrait le 13D ou le DI.S du »rocuit faisant l'objet
du test au noyen cde la adthode indicuée au Chepitre 5.
Lleffluent syntiicticue est priparé cnaque jour.

4.4 Préparation des Schantillons

4,4,1 Lgs produits dz Lase renfermant uniquenent des
IBAS ou 3L.S peuvent &8tre testés tels guels, lLa teneur

en 1:BLS ou JIAS doit &tre dosée dans le but de préparer
les effluents synthdétiques utilisés pour le tost (%.3).

4,4,2 Dans le cas de formulations, on procéde i la
déternination des taw: de iBAS et/ou IILS et de savon.
On procéce = une extraction alcoolique dans les condi-
tions suivantes (voir Chapitire 5).

4o4,2,1 ITxtraction & l'isopropaitol si le taux
de savonx est inférieur au taw: de :BLS ou BI.S,

4.4,2,2 RE:traction & lt'isopropanol et élinination
du savon si l'échantillon coatient plus de savon
que de [ZTAS ou IINS,

T 1 ‘ 4,4,2,5 Séparation cu DIAS et du iBAS,
' On procdde & la déterainciion de la teneur en
IBAS ou ca DI.S en vue cdc sriparer les effluents synti-
1 tigues utilisdés pour le test,
- -
4,5 Fonctiommezant de ltinstallation
. Au départ, on reamplit la cuve d'adration C et le décan-

teur D avec ce l'ellluent symthiéticue. Le cddécanteur D doit
&tre f£ixé a ume hauvteur telle que lz cuve d'aération C
contiemme 3 litres. Corne ensenencenent, on introduit 3 nl

d'un cifluent seconcaire de bomie qualité récenment nrélevd
dzans une station d'éouration biologique traitzut nrincipalenent
des eaw: usces d'origine domestique. L'effluent doit 8&ire
naintenu dans des coaditions adérobies nendant lz période
nrécédant son utilisation. Cn met ensuite en narche le dispo-
sitil d'adnission d'air, la pompe a air couprimé E et le

doseur B. L'eiiluent syntihctique doit passer dans la cuve
dladration C 4 un débit horaire ¢e 1 litre, ce qui donne un
temps moyex dec rétention de 1'ordre de 3 hewres.

I1 faut régler le rythne dl'adration de telle fagon que
le coatenu de la cuve C reste constouient en suspension et que
la tcneur en oxyséne dissous soit au ainimun de 2 a5 nar litre.
Lz formetion de nousse doit 8tre ecpldchée par des moyens
epnropric¢s ; on n'utiliscra cependaat pas d'agents anti-nousse
qui ont wic action inniditirice sur la bous activdie ou Ggui
conticennciat du i3AS ou du BI/S5. La poripe T doit 8tre reglée
de telle sorte qu'il y ait dans la cuve dfaération C un
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recyclage continu et résulier de la bYoue activée issue du
décanteur. Lz boue qui s'est accunulée cu sommet de la cuve
dtaération C, cu fond du décantewr D, ou dans le circuit de
circulztion doit 2tre remisc en circulation cu z=oins une Jois
par jour par brossage ou tout autre zZoyen approprié. Quand la
boue nc déeante nas, on peut cn augmeater la densitd dar
addition, rdépdétée si ndécessaire, de portions de 2 ml dfune

i~ e

‘solution & 5 pour cent de chlorure ferricgue.

L'cau sortant du décanteur D ost recueillie dans la
cuve F pendant 24 heures ; au bout de cc temps, o préléeve un
échantillon aprés avoir procédé -2 1l'honogénéisztion du mélange.
La cuve I doit &tre nettoyée soignecusenent.

4.6 Contr8lc du dismositif de nesure

La %cneur en :3B.S ou en BIAS (en ng/litre) de l'effluent-
synthétique est déterninde imndédiatement avant usage.

La teneur en iBAS ou en DIAS (en mg/litre) de l'eau
résiduaire collectée peadant 24 heures dans la cuve F doit
8tre déteruinde analyticuenent par les m8umes nméthodes, aussitdt
aprés le préldvement ; si cela n'est nas possible, les échan-
tillons doivent &tre priservés, de préfdrence par congélation.
Les concentrations doiven: &tre déteraindes & 0,1 mg/l prés.

Pour vérifier le bon fonctionnezent du systéne, on
nesure au noins deu: fois par semaine la DCO ou le taux de
carbone orgaiique dissous cdes eaw: résiduaires accunulécs
dens la cuve F, zinsi ocue ceux de l!efflueat synthéticue
stocké dans la cuve A. Ces déterminations sont erfectudcs
aprés filtration. :

La diminution de la DCO ou du carbone organique dissous
doit se stabiliser lorsque la dégradation journaliere du [(BAS
ou BIAS est 4 pecu prés réguliére, clest-d-dirc & la fin de la
nériode initiale indigquée sur la Figure 4.

La teneur en matiéres séches de la boue activée contenue
dans la cuve d'adration doit &tre déterninde deux fois mar
semaine (en g/litre). Si elle dépasse 2,5 5/litre, il Ifaut
¢lininer l'excés de boue activée.

Le test est effectué 3 la température ambiante ; cette
tempérg;grg doit &tre réguliere et doit &tre comprise eatre
18 et .

4.7 Calcul dc la biodépgradabilitsd

Les pourcentzges de dégradotion du ITAS ou du BIAS
doivent &trec calculés quotidienncnent 3 partir des teneurs
en {BLS ou II'S (exprindes en ng/litre) de lteffluent synthé-
tique et de l'cau rdésiduaire corresnondante recueillie cans
la cuve F.
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Les chiffres de dégradation ainsi obtenus doivent &tre

-

présentés graphiquenent, comme sur la Figure 4.

On calcule les blodegrad;01l‘tcs du DS ou cdu BIAS
comme étant la noyenne arltnmeticue des chififres obteaus au
cours des 27 jours suivent la période _n’tlale, délai pendant
lequel lz dégradation do;t avoir ¢été rdéruliere et l'installation
doit zvoir fonctionnc sans aucune parﬁe. En aucun cas, la
durée du teaps d'adaptation ne ddépassera six semaines.,

Le calcul des’ taw: de degr dation jourmsliere doit &tre
effectué 2 0,1 ¢ prés., Le taw: cde bindézradation final sera
arrondi & 1l'unité.

Dhns certains cas, la frdguence des prélévenents peut
8tre diminde. Pour czlculer la noyenne, on utilisera cenendant
lcs résultats d'au moins 14 prelevemants ‘journaliers, répartis
sur la pcr’ode de 21 jours qui suit la période initiale,

X p—-



'._5; TRAlxdudﬁT PRHLIAITAIRE DES PRODUITS I

Fosei A s dyey
Tablcau rdisumé
. * ' Traitement des agents de surface et des deter"ents

préts a 1'em3101, prcalaolenedu a l'essai de biodeﬁradabilitc
des agents de. surface selon le test dynamique de sxmalation ou

. le test statique.
el - Procduits . Trzitement
1.0 Agents de surface anioniques )
1.1 Agents dc surface - -Aucun
4 1.2 Déterzents préts i l'emploi “Extraction a4
conteaant noins de savon Jue l'isopropanocl
p dtagents de surface anioniques
‘ 1.5 Déterzents »réis a l'exploi Exttraction 2

_coutengnu plus de savon gque
"dlagents de surfacc anioniques

2.0 Agents de surface non ioniques
+ 2.1 Lgents de suriace
2.2 Détecrgents préts & l'emploi ne

contenant ni savon ni agents
de surface anion1ques

- 2.5 Détergents préts 2 l'cmploi

co contcnant du savon cot/ou .
. des agents de suriace ,

anioniques

1'isopropanol
suivie de
séparation cdu
savon

Aucun

Extraction 4
1lt'isopropanol

Extraction &
l'isopropancl
suivie
d'échange
dtions.
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5.1 EXTRAIT ALCOOLICUL

Le but de l'extraction est d'éliminer des nproduits
commercialisdés les composants insolubles et inorganiques qui
peuvent, le cas dchéant, perturver le test de cdégradation.

'

Une élinination gquantitztive n'est nas »lus ndcessaire

-qutun transfert cuantitatii dans l'extrait des substances

actives de lavage. On devrait cevendant conccatrer dans l'extreit
au moins SO pour cent des iBAS et/ou 3L.5 présentes dans le
produit a e:saminer,

Dew: néthodes peuvent &tre utilisées pour rcaliser
l'extraction alcoolique, l'une 2 1l'éthanol et l'autre a
l'isopropanol. Lz ndthode a4 l'isonronanol convieat particu-
liérement lorsqu'il s'agi®t d'e:ztraire des gquantités inportantes,
conne c'est lc cas pour le test dynamique de siaulation.

5¢1.1 Z:ictraction & 1'éthanol

5¢1.1.1 Prémeration de 1l'échantillon

(i) Produits en ncudfre :

Préparer un ¢chantillon reprdésentatil de

250 g environ, soit nar la =éthode des

quarts alterndés, soit suivant la recomnandation
S0 iI° 607.

Passer cet échantillon dans un broyeur 2
couteaw:, type ménager, ce mani2re cque la
poudre cotenue ne nrésente pas Ge grains
d'une grosseur supcrieure a 200 microns.

Homogénéiser convenablement la poudre, la
- placer dans un poudrier.

(ii) Produits licuides :

Peser, a 0,7 3 prés, environ 40 g du produit,
préalablenent howmogéndéisé. Les placer dans
le ballon décrit en 5.1.%.2(1ii).

Ljouter 50 ml d!éthanol /5.1.1.2(ii)7.
Svaporer & sec au bain-marie, et en aspirant
sous faible dénression les vapeurs, jusqu'ld
ce que dewt pesées consécutives ne difféerent
pas de plus de 0,1 7. Les pesézs peuvent
8tre effcctudes sur toute balance approprice
donnant une précision de 0,01 g.
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5.7.1.2 Priémaration de la solution <thanoligue
de base

(1) Princine
Lictraction nmar l'éthanol dlune quantité de
procuit suffisante pour entreprexdre les
dosages de savon, dtanionigues et/ou non
ionigques, ainsi que les essais biologiques.

(41i) NRéactif :
. . Ethanol 95-86 pour cent.

(iii) Avppareillace :

S L ilatdériel courant de laboratoire, en particulier :

- ballon fond rond 1 lifre, col court,
rodage femelle 29-32,

- réfrigérant droit 400 on, rodage mile 2¢-32,

- filtre verre f*l*te porosité 10-20 microns
(¥° &4), fiocle jaugée 1 litre.

5.1.1.23 lioCe opératoire

‘ . Placel' 40 - n g de UI‘Odui" 5010 ol(i 7

dans lec ballon de “ lltre, ou prendre le ballon
contenzat 1'extrait sec préparé en 5.1.1.1(41).
Soit T la nzsse eon gramnes de la prise d'essai.,

- Ajouter 500 nl d'éthanol /5.1.1.2(ii)7 ;
adapter le réfrigérant, puis faire bouillir
15 pinutes & re¢lu: passer sur verre ;r;tto la
couche dcécantée, sous faible dépression et a
chaud., Répiter llopération sur le rdésidu du
ballon 2 Zois avec, chaque fois, 200 a1 d!'éthancl.
, Rasvemblcr quentitativenent les extraits et
" le lavage du filire, Rassecbler quantitativement
les ext cits et le lavege du filtre et dévaporer.,
. Redissoudre le résidu 3 l'eau distillée ct
compléter & ¢ litre., Déterminer le contenu en
IBLS et/ou DILS. Une quentité appropriée est
. : utilisée corne SOluUIOh de base (1) conformément
au paragraphe 3.5 (Chopitre 3).
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5.1.2 Exrtraction i ltisooronanol

Calculcr 1z quentité & dettre en oeuvre a partir de la
tencur en (345 et/ou DILS du procuit comnercial, de maniére
a obtenir un extirzit de 50 3 environ, suffisant pour deux
tests dynamiques de sia at;on.

5¢1.241 Jovarcillace

Selon l'inmportance de la préparation :

. Recinienus, 54251 de canaczte, par exemple
fioles i col larre et récipients émaillés.,

« Broycurs I turbine ou broyeurs a billes.

. Intonnoirs filirants (Buchner), jusqu'id un
dianétre de 50 ca.

. Fioles & vide, Jusqu'a 2C 1 de capacité.

. Zlmpoules a décanter, jusqu'a 20 1 de capacité.

« Ballon de distillation, juscu'd 710 1 de capacité.

.« Récipients récepteurs, jusqu'2a 10 1 de capacitc.
. Czpsules en porcelzine, enviroa 20 cm de diamét

. Colonne i distiller, réfrigérents, bains-marie.

501 tzoz ..eaCu-f
o Eau distillée, ou dec pureté déquivelente.

« JIsopropcnol, pur,

. Carbone de potassium (X2C03), chiniquement pur.

. Hydrozvde de potassium (XOiI), solution &
10 pour cent.

« Sulfite de sodiun (il22503), pur, anhydre.

5.1.2.23 iiode opcratoirt

(i) Traiteaent prdaloble

Produi%s soiides : délayer a 1l'cou distillée
[5.7.2.,6(1)7 jusqu'l obtention d'unc pAte fluide,

afin de défruire les grains ("”lte; nend_nt 10 ninu-

tes). Pour 100 g d'eau uu*lisce, gjouter S0 z ce

carbouzate ce po»assmum ot agiter Jusqu'a dissolution

( 10 m.nuucs).
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Produits liquides ou p&tcw: : traiter, en principe,
de la afe fagon que lzs produits solides. La partie
liquide distillable ou »ain-uerie, déterminde au
cours d'ul cssai nrcclao’e sur “C 3 de nroduit
enviren, doit &tre coasiddrdie cox *c Stant la teneur
en eau, nénme s'il y a cncore des solvants organiques
volatils. In Zoaction de la teneur en ezcu trouvie,
la prise d'essci doit &tre additionnce de carbonate
de potassiun,

Produits acides : neutraliser les susneﬂs*ons ou
solutions agueuses par la solution & %0 pour cent
dthydroxyde de potassium avant addit tion du
carbonate de potassiun.

Produits contenant du chlore actii : détruire le
chlore en ajoutant du suliite ce sodium a leur
suspension ou soluﬁlon, avant la neutralisation.
. léger exces est saas ivportanca.

(ii) Titraction

Ensuite, adouuer de l'isonropz:iol et agiter le tout
ncndant 50 minutes. Puis Tiltrer sous vide le mélange.
Laver nlusieurs Zois le résidu restant sur le
Buchner avec des petites quantitdés d!isonronanol.
Traws;c*c" le ¢_‘trau, qui doit en fous cas se
séparer en deuwt couches “dans la fiole a vide, dans
une ampoule & décanter. Riacer avec de l'isopropanol.
Son*irer et rejeter la couche zqueuse, Miltrer sur
filtre 2 plis la couciie alcoolicue supérieurc et

la placer dans le vellon de distillation, Distiller
l'isopronanol /3...2.»(:;1)7 au bain-narie, le plus
completenent possible. Tralslférer le -ésidu ce
distillation ouauulua*i"ﬁacau dans une cansule en
porcelzine et rincer 2 1'isopropanol. Concentrer

le Zontenu de la cepsule au bain-narie en zzitant
frcoue_ncat la cohcentrgt*o est terminde au aonent
ot dew: vesées rdalisées i wie aeure dlintervalle
différent de moins de 1.C g. Dissoudre llexrirait -
dans l'eau au bain-narie, Déteraines la teneur en
1BLS et/ou BLLS de cette solution.

Appliquer la formule suivante :

8 ««&AS dans la solution d'e:xtrait
t 100 = ¢} L. AS
G «+/.5 dans le produit comaercislisé rendenent de

ltexrtraction

- —— e e e e = ——— ———— e T T it et s AR s
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. 5.1.2.4 Remaraques

Lors de l'exécution de ltextraction, tenir compte

des indications suivantes :

(1) Btant donmné la varidé:té des produits de lavage ct

RS |

(11)

(1i1)

— - ———— ——— ot e e e b e e+ e+ = e e e o e

de ncttoyage, il cest izpossible dl'indiguer une

proportion munéricue file généralcment valable

pour la quantité d'eau et d'isopromanol qui puissc
8tre utilement nise en ocuvre pour l'essai d'un

produit donné¢. Par expérience, on szit que les
uantitdés nécessaires varient dans les proportions
en parties) ci-dessous : : :

Produit de lavage : Eau Isopropanol :
et de nettoyage .
(en poids) (en volure) (en volune)
1 - 0,5-2 1-2,5

Cependant, en principe, il n'y a pas de limites
supérieures pour l'ezu et l'isopromanocl.

Plus la masse s'agglondre dans la suspension, plus
grand est le besoii en eau. I1 convient d'ajouter
autant d'ezu qu'il en faut pour qu'il n'y ait pas
trace dec dépbdt lors de ltagitation.

La quantité utile d'isopropanol ne devrait pas
gtre infdérieure a la proportion suivante :

Produit de lavage et de nettoyage/isopropancl = /1

Une gquantitc supériecure d'isopromanol est nécessaire
quand la teneur en :3AS du produit comnercialisé
dépasse largeuent 10 pour cent ou si, au cours de
l'agitation, on constate une séparation rapide des
deux phascs.

L'eau doit &tre saturée de carbonzte de potassium.

Un excés ninize de cec dernier est sans importance.

Si la concentration er carbonate de potassiun est

trop basse, ou bien la séparation des couches ne se
produit pas, ou bien la phzse isopropanol reste

irop hydratdée, ce qui perturbe le pouvoir d'extracction.

L'isoprononol distillé contient-de l'eau et peut

8tre saturé avec le carboinzte de potassiua., La couche
inférieure qui sc sdépare zlors doit &tre ¢liminde.
L'isopropanol restant peut &tre utilisé pour une
nouvelle préparation dlerctroction. Les produits de
Gistillation en provenance de traitements de produits
liquides qui sont susceptibles de contenir dlautres
solvants soat a rejeter.
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5.2 SCRADATTON DU SAVC (;on" asceli de dégradabilité des

ol
anionisue

s)
L'essai de biodco._dabzl‘ d'un détergent coumercial
peut se trouver fzussé, méme si on utilise un exerait a
l'isopropanocl., Les courbes de dégradation d'un produit facile-
ment 010006‘_._07c nrésenteat norlois one aillurce sinilzir
3 celle obtenue dans le cas d'ua :"ocu;u dzfz*c‘lement dégrade-
ble (TBS). fLvant de contrdler la dioddgradanilité il est
alors nécessaire d'enlever cde llextrait & lt'iscprozancl une
grande partie du savon qui peut géner.

L«\

La présente prescription est prévue afin de pouvoir
séparer de grandes quantités de savon de l'eirtrait 2 l'isopro-
panol, par une méthode de laboratoire. Llextrzit ainsi obtenu
ne sera utll¢sc quec pour l'essai de dégracdebilité et non pour
dlautres séparations ou déterminations gnhljtiques

5.2.1 Erincine

Dissolution dans du =dthznol dl'une guantité
suffisante d'extrzit 3 l'isopropanol pour disjoser
‘de 25 £ de i3SAS 2u minioum, Lcidification de la solution
avec de l'acide chlorhiydrique cfin de libérer_ les acides
gras du savon, Adcition d'eau Zusqu'i ce que_ la
proportion cu réthanol et dlgent o<t izne 20 2 20, puis
extraction des acides sras zvec de 1'herane, ueget de
llextrait ainsi obtenu. Rézlcalinisztion de la phase
nethgnol-cau, nuis concentration par dSveporation
jusqu'a dessication comzplate.

Utilisation du résidu sec tel quel pour l'essai
de dégradation aprés détermination de sa tencur el (BAS.

5.2.2 liocde ooératoire

Dans une fiole conique e 2 1, dissoudre dans
100 ml eaviron de ndthanol une cnantltc dlextrait
a l’isoprongno’ contenant au ainimum 30 g do (565
en chaulZant modérément., ..p-és avoir Joutc en tout
800 a1 de maéthanol, _gou*er 5 & 10 gouttes d'une solution
de bleu de oromonnc401 (2 0,04 pour cent) et anmener
le pi & 5 (colorztion Jaunes par addition d'acide
chloraydricue 2 17 olution do Lleu de tromonhénol :
dissoudre 0,4 ¢ de blcu de dbromophénol dans 200 ml
d'éthanol a °6 pour cent et ajouter de l'eau distillée
pour porter le volune & 10C0 al/. Copliter avec de
l'eau digtilldée pour porter zu tozzl le voluze a
1000 ul, compte texnu du volune dlacide chlorhydrique
ajouté.

C e e - .- e ..
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Pour exttraire les acides gras, placer la solution
dans une axpoule 2 ddcanter de dinension appropride,
et llcgiter une Zois avec 50C ml et dew: fois avec 200 ml
d'n-hexzne, L'eo:rtraction peut aussi stefZectuer dens
plusieurs cetites aupoules & décanter. S'il se ferae
des couches iatermédiaires troubles, les ajouter i la
phase inférieurc lors des dewx nrezidssz ciriractioas,
et 4 la phase supcrieure lors de la derniére extraction.
En cas de trés forte teneur en savol, si le voluie de
solvant ne suffit pas pour assurer la dissolution ct
ltextraction, utiliser des cuantités plus importantes.

Rassenbler les fractions d'n-hexzne et les laver
avec 200 ml d'un mélange de mdthonol et dlezu (donz la
proportion de €0 & 20)., Lzisser les couches intermédiaires
troubles daas la phase d!n-he:ane et les jeter.

Réunir les fractions mdéthanol/eau et en porter
le pH & € par acdition de lessive de soude 1iil en
vérifiant a la phénolphtaldine. Concentrer la solution
au bain-marie Jjusou'a ¢vanporztion du mdétlhenol.

Dissoudre de nouveau l'exrtrait dens ltezu an bain-parie.
Déteorniner la tenewr en -3.3 de cette solution nar la
aéthode précécdemment déerite.

- e e e e e e e e —— . ——————— % = = s S~ o——— A > S " . ¢
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5.3 SEPARLTICN DES /GLITS DT SURANACE IHCii ITONTOUZS

5.3.1 Princine

Cette udtiiode s'lapplicue différemment selon qu'il
slagit dc détorgents liquides et pAteux d'une part, et
de dete ents el poudre, Cfautre part. “nres adaonculon
de nethanol ou de aéthanol et d'ezu, et aprcs extraction
. du précipité de sels inorganiques et de dérivés de la
cellulose cui a nu cventuﬂllencnt se¢ former, les produits
liquldes et nﬁteur sont sounis 'd un échangeur d'ions.
. On peu aussi séparcr tous les consultuurts ioniques
du déterzent. Le filtrat contiecnt les élémenis uon
ioniques que l'on récupere par dvaporation.

On prépare, tout dfabord, un extrait a l!'isopro-
panol 3 partir des produits en poudre. Cet extrait est
concentré par évancration, additiomné de méthanol et
introduit dans l'échangeur d'ions. L'éthanol peut 8tre
utilisé au lieu de metnanol

5.5.2 Lomarcillare

—_ .____1 5.3.2.7 bechers de 5.000 nl
5.5.2.2 Dbechers do 500 o1
l 5.3.2.3 agitateur i pales
J 5.5.2.4 fiole a vide de 5.000 nl

5.5.2.5 3Buchner en porcelzine de 185 om de
dianmétre

5.3.2.6 flacon i large col de 5.000 ml
5.3.2.7 anpoule i décanter de 5.000 ml
5.3.2.86 déchangeur 4 colomies :

5.3.2.8.1 pour l'échangeur de cations :

colonne standard de 40 mm de

- dianétre et 500 m de hautcur
munie d'une embouchure conigue
et d'uwa robinet dlarrét.

5.3.2.8.2 pour l'échangeur d'anions :

de néne qu'en 5.7.2.8.1,
nais 50 1 de dizaétre.

5¢5.2.9 Dbain-narie
5.3.2.10 évaporateur rotatif

- 5.7.2.71 étuve.
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5.3.3 Réactifs
De lteau distillée ou d'une qualité équivalente
doit &tre utilisde.
5.3.3.1 1ii6thanol, qualité cornmerciale
5.3.3.2 Isopropanol, qualité cormerciale
5.3.3.3 Carbonate de potassium, qualité analytique
5.3.3.4 Résine pour échange ce cations Dowve:x 50,
2, naille 50~-100
5.3.5.5 Résine pour échange d'anions Dowe: 21, K,
ncille 50-700
5.3.5.6 Solution d'acide chlorhydrique & 10 &
_ © (1 voluuc dl'acide concentré pour
2 volunes d'ezu)
: 5.3.3.7 Solution néthanolique d'acide chloriy-
drigue a 10 & ¢ 250 ol dtlacide
e chlorhydrique concentré + 750 nl de
i ‘1 nétnanol

‘ 5.5.3.C Solution de soude czustique a 5 .

5.3.4 Prévaration des colonnes d'échance

5.3.4.1 Colcane &'échencze de cztions

- Faire passer un nouvel échantillon de
résine cchzngeuse de la forme ila+ a it
au noyen G'acide chlorhydrique comme suit,

LAjouter 1.000 ol dt'écanangeur de cctions
a 1.000 nl de solution méthanolique
d'acide chlorhydrigue dans un becher
et agiter pendant 50 minutes. Décanter
la plus grande nartie cu liquide, le
remplacer par 7,000 nl d'une solution
d'acide chloraydricue et agiter de
nouvezu peadant 50 minutes. Filtrer la
résine sur tuclhmer, en utilisant un
filtre en papicr 4 filtration rapide
et rincer o l'eau Jusqu'!l ce que le
produit ob<enu ne contiecmne zucune
trace de chloiure.

Transférer par eatrafnement au néthanol

509 nl de résine dans la coloane de
ltéchangeur de catioas, prdéelablement
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mnie, & sa partie inférieure d'un tcmpon de
laine de verrec. Laver i ouvezu avec 500 -l de
néthanol., Le 1it de résine doit 8tre constomnent
recouvert de liguide.

5:3.4.,2 Colonne d'dchanze dlanicn

Faire passer un nouvel dchentillon de résine
échangeuse de la forme chlorure 3 la forme OH
a ltaide de soudec caustique comme suit :

Pour purifier le produit obtenu, ajouter 750 ol
de soluticn méthanolique d'acide cklovhyirigue

a 750 nl de résine dans un becher et agiter
pendent 30 minutes. Soutirer l'acide, le
remplacer par une solution d'acide chlorhydrique
et agiter a nouveau penczat 30 ninutes. :

Aprés ddcantation, transférer la résine dans ls

-~ 77 colonune d!'échange dlanions au aoyen d!eau,

o laver avec 1.000 21 d'ezu et régénérer lz résine
a2 1taide de 2.000 al de soudc caous=igue 2 5 i,
Rincer ensuite le »roduit odbtenu a l'aide d'ecau

usqu'd neutralité a la phénolphtaldine
incolore)., Ialin, introduire 1.0C0 1 de méthanol
dans la colonne dc l'échangeur.

Le chanzement de solvant, en particulier lorsque
l'on remploce l'eau par du adthanol, provoque danc le
1it de l'¢changeur la Jormatien de bulles d'air qui
peuvent 8tre facilement édlinindes cemme suit : feruer
la colomie de l!'échangeur dés que la qucntité de néthanol
ajoutée est telle que le lit ce l'échangeur soit
recouvert d'une couche de plusieurs centimétres de
solvant, "agiter vigourcuseneat ct retourner la colonne.
Répéter cettc opération nlusisurs fois, Les bulles d'air
adiiérant aux porticules e résine se détachent et

- montent a la surface. L'anmplication de cette méthode

est recounandée pour les ceu: colonnes de l!'échangeur.

. Une fois effectudes les préparations décrites
ci-dessus, les colomnes sont alors prétes & Jonctiomner.
Réunir solidemexnt les dous: colon:es par des bouchons
en caoutciaouc, la colonne d'échange d'anions étant

- placée au-dessus de la colonne d'échange de cations.

Ouvrir en grand le robinet de la coloane d'anions., Le
contrdle du ccvit se fzit uniquement au zoyen du robinet
de la colonne de cations.
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5.3.5 Erocddure

. 5.3.5,1

5:345.2

Procduits licuides et nitew:

Ltéchantillon doit contenir 50 grzmnes
environ dtagent de surfzce non ionique,
Dans le cas.de wroduits liguides,
ajouter 2.000 nl de aéthanol 3 lt'échan-~
tillon dans un becher de 5.000 nl et

*agiter le mélange pendant 30 minutes.,

Dans lc cas de produits pitew:, délayer
ltéchantillon en ajoutant unc cuantitc
d'cau chaudec aussi faible que possible.
Ajouter ensuite 2.0C0 ml de méthanol et
agiter le nélznge pendant 350 minutes.
Séparer le précipité (sels et dérivés de
la cellulose) qui neut éventuellenent

se forner, Fairc nasser le filtrat

dans 1l'échanzeur & raison de 10 ml par

‘minute eaviron. Rincer les colonnes

avec 1,500 nl de néthanol zu total et
les laisser parfaitcment ézoutter.
Réduire le volude du filtrat (5 ou

4 litres) au bain-zariz ou dans l'éva-
porateur rotatif Jjusqu'a ce qu'il puisse
&tre placé, aprés ringage zu ndthanol,
dans un becher de 600 ml ol il est amend
a scc, Sécher dans 1l'étuve & 00° C
Jusqu'ad ce que les pesées de contréle
cflicctucdes toutas les heoures ne différent
que de 1 gracne au masinua,

Produits en vnoudre

Dissoudre un ¢chantillon de détergent
contenant 30 grances environ d'agent
¢e surface non ionique dans un flacon
d'une czpacitd de 5.000 =1, en utilisant
une quantité d'eau telle que le nélange,
une fois agité, ait une faible viscosité.
tiliser & cet effet 2 3 3 litres d'cau
environ, Le volune est noté. Agiter

. pendant 15 nianutes, ajouter 1.500 ol

dl'isonropanol ot aziter a nouveau

lc nélange pendont 15 mimutes. .jouter
alors GC gramnes de carbonate de
potassiun par 1C0 nl d'cau et aziter a
nouveau pencant 0 ninutes.

Filtrer le ndélange sous vide a l'aide
d'un filtre 3 filtrstion rapide. Nincer
le flacon et l'entonnoir avec une petite
quantité d'isopropanocl. Arréter
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ltopération si o ovtient une trop gsrande .
. 'quantitd de filtrzt et vider le coatemu
T du flacon i filirer dans l'ampoulc a
: - déeanter de 5.0C0 1., Continuer la filtrao-
‘4+ion, si ndcessaire aprds lo zizo cu place
d'un nouveau Jiltre, Transférer le filtirat
dens ltlaumoule > ddécanter, soutirer la »urose
- inférieure ot ¢liziner celle-ci., Néduiiec
le volume de l'isopropanol mpar évaporation
jusgu'a 3500 al environ. Laisser dans la
.solution le prdécinitdé qui ncut éventuel-
leneat se foruer. Ljouter 1.000 nl de ~
méthanol et zgiter, pendant une courte
durdée, la solution ou le melange ovtenu.
- - Traiter ensuitec la solution ainsi qu'il
ST est décrit au paragrapne 5.3.5.1
: ci-dessus., '

.

Tssai de llarent de susface non ionigue isolé

. 5.3.6 eat e non ionigue isolé

- Cet essai intervient lors de la préperation de

.la solution d'azent de surface (10 »pm) qui est néecessaire

vour l'essai de Yioddgradabilité. Lz solution est anzlysde

conforndment & la =éthode dlanalyse des traces utilisde

pour les ageats noa ioniques (voir Chepitre §).
5.3-7 Note

Les quantités de résine utilisées ont une capacité
elfective de 700 mec caviron ce qui pernet d'¢lininer
100 grammes dlzlliybenzére suilonate ou SO0 granses de
savon, Déterziner nar analyse Zes détergents devent
faire l'objet Cos cssais de =iodézracdabilité si la
capacité disponitle est suffisconte pour la guantitéd
dtageat de surface lonicue ccntenue dans le détergent.
5.3.8 Qégéndration des résines utilisdes nour

(=3

CCLans _01S

~-

i Les échangeours peuvent 3tre rdézéndérés aprés usage.
Séparer }es dew: colonnes et traiter chacune dtelles
comme suit @

5:3.341 Colonne de cctions

La colonne cde cations dzoutilée ainsi
qu'il est deerit au nmaragraphe 5.3.5.1
¢ci-dessus est reanlie d'wae solution
dlacide chlorikydirique a 10 [ dlou l'air
est Climind en retournant la colonne
fernée selon la ndthode déerite au
paragraphe 5.3.4.2. Laver la colonne 2

PR




./

l'aide de 1 litre d'acide ciiloriydrigue

environ cn utilisant un débit de 0 nl/minute.
Laver 1z colonne 4 ltezu distilldée en utilisant
la ndme vitesse de filtration juscu'la ce que

- le liguide sortant soit exempt de chilorure.

hjouter 500 nl de nadthanol dans la colonne afin
dtobtenir w: nouveau solvans, Lses bDulles d'oir
sont ¢lininédes de la fagon <icrite au para-
grapine 5.5.%.2.ci-dessus.

Coleoane dlanions

La colonne d'anions dgouttée de la fagon
décrite au paragrephe 5.3.5.% est remplie

avec la solution ac¢thanolique dlacide chlorhy-
drique a 10 f:, L'air est élininé ce la néne
fagon que pour lz colonnae de catioins. Verser

1 litre eaviron de la soluiion méthanoligue

- d'acide chloriyydrique dans la colonne 2 raison

de 10 nl/ninute environ. Rincer ex utilisant
tout dlavord w: litre de nétnanol vuis de lteau
jusqu!ld élininction de toute trace de chlorure.
Transiérer a wa ddbit coastaat 1 litre de
solution de soude caustigue & 5 i. dans la .
colomne, puis laver a l'ezu jusqu'a ce que le
produit ne coatiemne plus de scude caustique
{la phénol-pataldine doit 8%tre incclere). DPour
changer le nilieu, verser 1 litre de nacd¢thanol
Gans la colomme. Les bulles &lair doivent &tire
¢limindes de la fagon déerite au paragrarae
5¢3.4,2 ci-dessus.

La durde ce vie de 1l'!'échangeur d'anions est
linitcée lorscuc la rdsine se nrésente sous

la forme CiI. Les résines ne doivent pas
dencurer sous cette forme »endcat plus de
deus Jours. In cas de stockagse de nlus longue
durce, il est recorriandd dlutiliser la Zorme

plus stable du chlorure.
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6.1 Princine

Les agents de surface sont extraits du nilieu et isolés,
la prise d'ossai devant contenir de 250 & 800 nicrograimes
d’agcaus de surface noir ioniques.

Les agents de surface sont Cissous daas de l'acétate
dtéthyle, .
Lpres séparation des phases et évaporation du solvant,
les agcnt, de sur*ace non on,oLes ois en solut;o aoueuse
sont précinités par le rdactif de Dragendor:is :od.fﬂc
(¥Bi I4 + BzClo + acide acitiqre).

Le précipité est senare par filtration, lavé 2 ltacide
acétique, et d*ssous dans le +artrate d'armoniuz. Le bismuth
en solution est titré par potentiométrie a ol 4 - 5 par une
solution de pyrrol1 ine - dithiocarcaomate avec une électrode
indicatrice ca nlatine poli et une réfdérence au calomiel ou
a l'argzent-chlorure d'arzent.

Le résultzat dec lz titration est oultiplié nar le
facteur empirique 54, correspondant azu nroduﬂt ¢talon,
nonylphénol éthoxylé 2 40 moles d'oxyde d'éthyléne,

Les gccnts de suriz ilon ionigues qui ont des grounes
hYG¢OUAOJCa ¢ifiérents ou dcs loagueurs de cnaines et ;yl"es
différentes peuveat avoir dlautr es facteurs enpirigues, pvar
exenple 3C pour e 1onylnnepol a5 CZ, et 48 pour le produit
3 50 OE, On utiliser cependant systcaatloneneﬁu le facteur 54
dans les cas ou la s»ruccure réelle du 3IAS est inconnue,

6.2 Doixcine d'spplication _ oo

La néthode est appliczble 1 des agents de surface
commerciaus non ionigues de types alkylpacnols éthoxylés ou
alcools éthoxylés, contenant de 6 & 50 z oupes d'oxyde
d'éthylane.

Zlle convient pour doser les produits :

-.introduits dans les dispositifs ezncrimentaur
biologloucs sclon les mcthodss proposées par les
tests de biodészradabilité de 1!'0OCDC

# Le produit étalon :zrlopnen 810 est disponible chez
Chenische Verke {IUls, iarl IND.

e emmem . C e mmia meee s e - e ——— e e i e e mae s L4 s i ms t C S e cpm——
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- présenﬁs a 1l'entrie et & la sortie des stations
d!eépuration biologiques, . :

- cqnteuus dens les eaws: de surfzce et les eaux
résiduaires.

Les arcents de surface cnionicues, orésents dans des
pronortions J“uOU'“ 10 fois supérieures i celles des non
ionigues ne ;cnent pas. Les agents de sur-ace cationiques.
titrent en néue teups. :ls doivent, le cas échéant, 8&tre
€lininés par des résines échangeuses d'ions.

’

6.3 Rézctifs et natériel

Tous les réactifs doivent &tre de pureté znalytique.
Leurs solutions doivent &ire préparées avec de l'eau déionisée.

6.3.1 Acétate d'éthyle pur, éventuellement
fralchenent dis*illé,

6.3.2 Carbone acide de sodium ifa HCO3.
6.3.3 Acide chlorhydrigue dilué (20 a1l HC1l p.a. par litre).

S5.3.4 dthanol pur, fralchement distillé, conservé en
flacon de verre.

6.5.5 OColution de pourpre de bromocrésol - 0,1 z de
colorant dissous dans 100 ol de méthanol pur-

—

6.3.6 Ddactif de »récinitation : le réactif de préci-
‘ pitation est un nélange de deux volumes de
- solution 4 avec un volume de solution 3. Le
! nclange doit &tre conservé dans un flacon de
verre. Il est utilisable pendant wle senaine
~environ,

6.5.0.1 Solution A

Dissoudre 41,7 g de nitrate de bisauth* (BiO.NOJ.H »0)
dans 20 al d'acide acdétique et complcter 4 100 ol
2vec de l'eau. Par ailleurs dissoucre 55 g d'iodure
de potassiur dans envirox 200 nl d'eau, Reunir

les dew: solutions cans un ballon Jau”e ce

1.000 ml, ajouter 200 ml d'acide acétique 6.5.7

et conplete; avec de l'ecu Jusgu': la marque.

'On a2 ainsi préparé la solution A,

# Spécification alleunande "Basich, reinst D/D 7".
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6.5.6.2 Solution 3
-+ 7 -+ . . - Dissoudre 220 g de BaClp.2E20 dans
un litre d'ezu,

6.3.7 Lcide acétique $9-100 i (ne pas utiliser d'acide
de coacentration infdéricure 2 SO {I cui risque de
dissoudre particllement le précipitd).

6.3.6 Solution de tartrate dlammonium : aédlanger 12,4 g
d'acide tartrique et 12,4 nl de solution
ammoniacale p.a. (¢ = 9,510) et porter a 1,000 ul

- avec de l'eau, R : )

6.3.9 Solution acmoniacale dilude (40 ml de solution
armoniacale p.a. par litre).
6.3.10 Tampon acétate standard : placer 40 g d'hydroxyde
L de sodiuz dans un ballecn Jjaugé de 1 litre et
. dissoudére avec 500 ml environ dleau, iAjouter
- - =, 120 nl d'zcide 2cétique (6.3.7). Aprés mélange
' et refroidisseunent, compléter 3 1,000 ml,

5.5.%1 Solution 0,0005 n de dithiocarbenate de pyrrolidine
(abréviation "carbate"). Dissoucre 103,0 ng de
pyrrolidine dithiocarbamate de sodiun znerck
CsHgiMlaS2,.2H20) dans enviren 50C nl d'eau,
ajouter 10 ml d'zlcool amylique nornzl et
0,5 g ilaH CO3 et coupléter a 4.C00 nl,

6.7.12 Solution étalon 0,0005 n de suliate de cuivre
(pour contrdle de facteur paragrapie 5.5.17).

Solution 1

Dissoudre 1.249 5 de sulfcte de cuivre pour
enalyse (Cu304, 5220) dans eaviron 200 nl dleau

- aJouter 50 nml 2S04 nornal et ccapléter a 1.000 nl,
lle pas utiliser de cristaux efflorescents.

- Solution_étalon .
Placer 50,C nl de solution 1 et 10 ml H25C4 norzal

dans un ballon de 1 litre. Conpléter a 1 litre
. avec de l'eau.

Chlorure éde sodiun.

O O
.

: wl
.

-

(¥}

L]
Ch
. L]
-\
o~

sppareil dlextraction pour les agents de surfocexs
(voir Fizure 5). Le diamétre du Iritté doit é&tre
le nlne que ocelui de l'ampoule.

Spéeificavion allenzade D/3 7.

C o

#* L'apnmarcil est fabriqué par la Sté RICH/RD XUA! X.G., Hagen,
i‘estphalie,, Jigerstrisse 52/35 a.
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6.3.15 l‘apoule 2 décanter de 250 al.

6.3.75 Systéme d'agitation mazuétique avec varreau de
25=30 nnm.

6.3.,17 Creuset de Gooch, dizmétre de la surface perforde
25 m : Tyme G 4.

6.3.18 Tiltre rond ea fibre de verre, diamétre 27 onm
(i7° 6 de Schleicher et Schull ou S34 H de
.Rieve~Angel).

6.5.19 2 fioles & vide avec 4'u.la.pe et nmanchette de

caoutchouc pour creuset ‘lltrgnt volume 500 et
250 nl. . .

6.3.20 Do»en’c*onetre enreﬁigtreu; avec chaine d'électrode
platine poli avec réiérence au calomel ou a
1’ar~eﬁt-chlorure dlarzent, zone d'utilisation
250 mV burette automatique 20-25 nl, vitesse
de titration 2 ml/on, ou matériel correspondant
pour titration neznuelle.

-

6.5.21 Colomne échangeuse d'ions, cepacité 10 ml,
avec Dowe: 50, 712, naille 50-100.

llode onérotoire

6.4,1 IDirtreoction et récundération de llagent de surfzace

Filtrer la »rise d'essai swur papier filtre rapide.

Introduire dans l'appareil dle:straction un volue
‘de solution conte**ﬁu de 250 a uOO nicrogirarmes dlagent
de surlace 01 ionigue,

sjouter CC grzmmies dc chlorure de socdium et 5
de blca bonate de sodium pour amé¢liorer l'e:ttraction.

Si le volume de lz nrise dlessai dcémesse 5C0 ml,
cjouter le sel sous forme solide., Il se dissoudrz zu
cours de l'acra.zoa.

Si le voluhe est lﬁferlcur a 500 ml, dissoudre
1e sel deas eaviron 400 ml dleau, cot gaouter la solution.

Compléter le volume jusqu'au.robinet de vidange

supérieur.

fL.jouter n“'cau+lo“neugement 100 o1 d’ﬂccta»e
dtéthyle sur la couche aguecuse

Renmplir aw: 2/3 environ avec de 1l'acétate d'éthyle
le flacon laveur de goz.
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Envoyer un courant zazews: (2ir gu azote) dans
1'apparsil & un débit de 50-60 1/h (le contrdle nar
débit-rmétre est recommandé). Ju début de l'opération
le dévit de gaz coit &tre 2ugnenté profgressivement
puis rézl¢ pour que les phases restent visibleuent
sépardes, On nininise ainsi le nélange des nhases et
la dissolution ée llacdtate d'cthyle. Lrréter le courant
gazew: aprés 5 aiautes.

Si plus de 20 & du volume de la phase organique
se sont dissous dens l'ezu, recommencer l'essai en
faisant particuliérencnt attention au débit de

. gaz. , : I R

Transiérer la phase organique dans l'ampoule
. & décanter., 3éparer la phasc acucuse (il ne doit pas
-y en avoir plus de gquelques ml) et la replacer dans
llestracteur. Filtrer la phase orzanique a travers un
Ziltre rapide sec et la reccueillir dens wn occher de
250 i, S e .
* Recoriencer l'e:rtraction avec 400 ml dtacctate
dtéthyle et envoyer 14 nouveau llazote ou 1ltair pendant
5 ninvtes. Trzasiérer la paase organicue dans la néme
ampoule que précéder=ent, jeter la phase acucusc et
fzire passcr la phase orzanique sur le néme Iiltre.
Rincer l'extracteur, l'acpoule ot le filire avec enviren
20 nl dlacétate d'éthayle.

. N

Lvaporer la phase orzanique au bein-carie sous
la hotte, Jusqu'a sicecité. I1 est recomuandé d'exvover
pencant l'évanoration un léger couraant dlair sur la

- §urface du solvaint pour accélérer l'cévaporation.

J
'

6.4.2 3Séverction des azents de surface cationicues*

Les agents de suriace cationiques interférent
dans la précipitation et se comportent comme des non
ioniques. De ce fait, ils doivent &tre séparés.

, Reprendre l'extrait sec par 20 nl de méthznol
. - environ, raire passer cette solution sur une colonne
échangeuse d'ions remplie de 10 ml d'dchangeur
cationique & lzrges nores Dove: 5072, forume H. Régler
. la vitesse du nasscge pour avoir un zoutte d goutte
rapide., Rincer avec 50-60 ml de adthanol ,

* A appl@quer uniquenent cn préscnce dlagents de surlace
cationiques.

# 81 on sait que l'gogent de surface contient 25, ou plus de 25,
grouncs dloiryde d'dtayléune, remplzcer le nétianol par un
mélange de 30 i de méthanol et 20 i. de chlorure de aéthyléne.
Ce ndlange est plus eflficace que le méthzaol scul.,
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Svaporer 2 sec sur bain-narie la solution

- méthanoliquc,

Régénérer l'échangour de cations avant chague
enploi avee wie solution d'acide chlorhvdrigue 2 5 &
dans le néthanol. Rincer au néthanol jusqu'a absence
de rdéaction acide au rouse de actayle. Conserver
la résine dans du acéthanol, :

6.4.5 Pricinitotion et fil®ration

' Reprendre le résidu sec 6.4.1 ou 6.4.2 avec
5 ml de néthanol, Ajouter 40 al d'eau et 0,5 wl d'acide
chlornydrique dilué ; agiter la solution avec lc systéae

nasaétique, .

Dans la solution ainsi prépardée, verser 30 nl
de rdéactif de prdcipitation (6.3.0) placés dans unc
éprouvettie gracducée. Le prdécipité se forne en poursuivant
llagitation. Arréter l'zgitation au bout de 10 am,
et laisser reposer encorc zu amocins 5 minutes.

*iltrer sur crecuset de Cooch (6.3.17) garni
dlun filtre ecn Zfibre de verre (6.5:13) préalzblenent
hunecté de 2 =l dlecide acétique (5.3.7) et essorer.

Rincer soigncusczent le becher, le barreau
nagnéticue et le creuset avec 40 2 50 2l d'acide
acétique (5.3.7). Il n'est pas nécessaire de transférer
quantitativenent le prdcipité adhdrant au decher, cétant
dommé que la titrztion est faite dans ce néme decier,
et que le pricipitl restant est alors dissous.

O5.4.4 Dissolution du -rdcipité

- . . Transiérer le creusct sur la fiole 3 vide de
250 1l, Zin d'éviter les projections de soclution,
le nlacer dans une allonze ¢e verre. Powr éviter les

‘erreurs dues i des apports de réactifs de précipitation,

ne pas cimloyer la manchette de caoutchouc utilisée

pour la Iilitration (5.4.3). Tenir toujours sépardes

les manclhicttes utiliscées pour les stades de précipitation
et de dissolution. '

Dissoudre le »récipité en ajoutant une solution
chaude de tortrate (0.3.83 en tirois fractions de
10 1 ciiacuwie. Transfdrer le contenu de la fiole 2 vide
dains lc deciier de précipitetion. Ljouter, en Jaisant
couler le loag de ses parois, 20 ml de solution de
tartrate powr dissoudre le reste du précipitd.

Rincer soieuscuent le creuset, l'allonge et
la fiole a vide avec 500 = 450 2l d'eau, et verser
cette cau dans le becher de précipitation.



5.,4,5 Ditration

- Agiter la solution avec le systioe dlagitation
nagnéticue (6.2.416), ajouter quelgues goutios de powrnse
de brozocrisol ct la solution amnmoniaczle dilucde
Jusou'au virage zu violet (lz soluticn tras zcidilide
par les restes dlacide acétique provenzat du lavage
doit &trc ramende a une Ieible acidité). :

AJouter 10 al de taupon acétate standard,
introduire les électrodes ou le dispositif de dosage
- = (6.5.20) et titrer, la poiante de la burette étant
innergdée, par potentionétrie avec la solution de

ncarbate® (6.5,11).

Vitesse de titration 2 ml/mn, avance du papier
environ 2 ca/nl,

Utiliser coome wpoint finzl le point dlinterscction
des tangentos tracédes sur les dew: branches de la
courbe dec potentiel, Si l'on observe wn anlatisscuent
du »oint d'inlfle:zion, on revient aw: coxditions nornaies
par un nettoyage soiznews: de ltélectrode de platine.

-~

6.4,6 Ilssai i blcae

Parzlllenent & la détermination (G.4.3),
effectuer un essai a blanc de la procédure compléte,
avec 5 al de uéthanol et 40 ml dlezu, selon le processus
indicué, Il doit utiliser n0ins de 1 a2l de solution
titrée de vesure sinoa la pureté des réactifs 5.3.7 -
6.3.8 = 6.3.0 = 6.3.70 doit 8tre vérifiée, spécialement
en ce cui concerns les métawc: lourds. La consoncation
de réacvii ¢ interviendra dans le calcui,

6.4.7 Contrble cu Sacteur de la solutizsn de carbate

Lu début de chaque série ou chacue Jjour, avant
dlelfectuer les dosazes, titrer sur 10 21 de solution
de sulizte de cuivre (6.3.72), anrés acddition de 100 ol
d'cau et 10 1l ce tanpon acitate stancdard (5.3.1C). Soit

a al consomnés. Calculer alors le facteur £ selon
1t'équation : .

s 1

= e

a

Thiltinlier tous les résultats de titration par ce
factewr I,

# I1 a ¢té indiqud aue les résulitats de l'essai & blanc
pouvaicat 8tre ntaissés par chaufiage des Iiltres en fibre
de verrc 4 500° C pencant 5 ainutes avant utilisation.
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5.5 Calcul des résultats .

Etant donné que chaque agent de surface non icnique a
un facteur cor rrectif qui dépend_de la loajueur de la chaine
oxyde d'éthvlane, sec rapporter a une subsi ance de réicérence.
Le .mnylmh_--ol avec 10 o::ydcs a'éthyldne (abrdviation TP 10)
a été choisi. Pour ce corps, on 2 “ovtenu Cﬂnzrlouemcnt un
facteur de correction de 54. On obtient ains ila quantité
dtagent de surfzce en nicrosramnes, expr.nce en P 10,

contenue dans la prise d'essa Ca a alnsi :

ficrograrmes dtazent de surface non loniques =54 (b -c¢) £,

ng d'agent de surfacc non ionique = 0,054 (b - c) £,

ol b = ol de "carbate" consomndés
¢ =nl de "carbgte" pour l'essai a blanc
¥ = facteur du "carbate". A CLoe
6.6 L:oression des rdsultcots

Ispriner les résultats en ng de produit standard par
litre de solution, de la maniérs suivante :

lioins de 1 ng/l avec dewx décimales

 lfu-cessus de 1 ng/l avec une décinmale.
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Figure 2
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A. Storage -vessel
Récipient de stockage

B. . Dosing device
Pompe doseuse

C. Aerasion chamber (3 |. capacity)
Bac d'aération (capacité 3 1.)

D. Sertling vessel
’ Seéporateur

Air lift pump
Pompe & air comprimé

Collector

. Collecteur
. Aerator

Adérateur

Air flow meter
Débitmetre & air
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Figure 5
GAS - STRIPPING APPARATUS
APPAREIL D'EXTRACTION DES AGENTS DE SURFACE

Spherical connection

’ . Joint sphérique
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- , 4 Test sample
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APPEIDIX
APPTIDICS

LIST OF !EIDIERS CF THo GROU2 OF EXPCRTS

LISTE DZS ITiBRES DU GROUPE D!EXPINTS

AUSTTALIA _ Dr. D. CRAIOID (2)
XOUSTIALLE _ Development laboratories

Organic Chenicals Group
ICI (Australia) Ltd.
Ascot Vale Vic.

AUSTRIA Prof. Dipl, Ing, Dr.R. LIEPOLT §1;
. XUTRICE: Dr. Lamoert OTTTIDORFER 2
Bundesanstalt fUr ‘‘asserbiologie
und Abwasserforschung

1225 Uien 22

DOLGIUL: 1. J. BOUQUIAUX
TTIGIOE Dr.. D. QUAGHEBEUR
Institut d'Hygiéne
et d'Cpidémiologie
Bruxelles 5

: . i. A, THIRIOH (2)
- linistére de la Santé Publique et
de l!Invironnenent
Départenent du Génie Sanitaire
- 3ruxelles '

CLZIADA Dr. S. BARABAS (2)
. Canada Centre for Inland '‘aters
Burlington, Ontario

Y DEILARS ‘ I'r, B, FENGER (2)
W STOIPAA M Danish Yater Quality Research
: Institute
' Sgborg

(1) Anionics only / anioniques uniquemenf.

(2) Monionics only / non ioniques uniqueument.
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FINLAND
FINLATDE

FRAI'CE

GTRIANY
ALLACNE

JRELAID
)N

ITALY
TTATIE
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Hrs. K. HAMPALA (2)
National Board of Vaters
Helsinki &4 -

Ir. Sakari KERIIIMEN (1)
Jater Polluticn Control Office

Helsinki 1

M. R, CABRIDENC
Ingénieur au Service de

- Hicrobivlogie et Fermentation
Centre de Recherche de 1!IRCHA
91 - Vert-le-Petit

M. DELANAIN (2)
Iinistére de l!'Envirconnenent
15 - Paris

Dr. Karl Jurgen 30CK

Hauptausschuss Detergentien und "asser
¢/o Chemische ierke hills '
457 larl

Prof. Dr.,-Ing. V. dUSILUT (1)

Retired Chief Chemist of
Emscherseanossenscacit

Zssen .

Dr. JAIICIE (1)

Viss. Oberrat

Institut fUr Vasser-, Boden-, und
Lufthyziene Bundesgesundheitsaot

Berlin

Dr. Franz IIALZ _
Hauptausschuss Detergentien und ‘asser
45 - Essen-Steele

Dr, Denis DICITIISOT (2)
Consultant on ater Pollution
Control Institute for Industrial
Research Standards
Dublin

Prol. Ciovami JACII'I

Stazione Sperimentale per lt!'Industria
dezli 0lii e dei Grassi

20133 lilano

(1) Anionics only / anioniques uniquement.

(2) lionionics only / non ioniques uniquenent.

BATA T4 s



¢

ITALY (Cont.)

NETHERLANDS
PAYS=Li0

SPAIN
ESPRGIE

- WEDE:!
SULDZ™

IH)

SUITZIRLA'D
SUISsE

das

- 49 -

Prof. Vittorio. TRECCANI (2)
Director of the Institute of
Technical and Agrarian iiicrobiology
of the University of iilan
20133 = (lilano

Dr. P.K. BAAIJ

Dr. P.H.A, HOOGUEG

Rijksinstituut voor Zuivering
van Afvalwater

Voorburg

Mr. Eduardo DEVISIE GONZALEZ (1)
Ingeniero del Servicio

de Aplicaciones Industriales
Comisarla de Aguas del llorte de Zspana
Bilbao

Dr, Pedro iIIRO (2)

Comité Espanol de la De‘tergencia,
Tensioactivoes y Af:.nes

Barcelona = 717

Dr. Joaquin RUIZ CRUC
Instituto de la Grasa

Sevilla

r. José llartin IENDILUCZ, Director, (1)
Hr, José GONZALEZ-ITICOLAS ZLRTZ
Centro de Estudios I'h.c.rogra..lcos

iladrid 5

Dr., Techn, Hans 0. BOUVIIG
Swedish 'ater and Air Pollution
- Researci Laboratory
114 28 Stocknoln

Dr. E. VASSZUR (1)
Head of Nesearch Laboratory

National ['zture Conservancy Oflice
17011 Drotiningholn

Dr. Hans BRUSCIWEILIR _ (2)

Eidg.~iaterialprufungs - und
Versuchsanistalt EIPA

9001 St Gallen

Dr, E, lIICIZCLSCH
Institut Tédéral pour l'Aménagenent,

11Epuration et la Protection des Eaux
2500 Dttbendors

(1) Anionics only / anioniques uniquement.

(2) llontonics only / non ioniques uniquement.
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UNITED KINGDOL tr, G.E. CDI

Le—-Ulll lxr. STIFF
. ’ater Research Centre
Stevenage laboratory

Stevenage, ierts

Dr. Stella J. PATTERSO:I (2)
Laboratory of the Government

Chenist
London

UNITED STATTS Dr. Robert L. DUIICH (2)
ETATC-0lI1o U.S, Invironmental Protection
Agency :
Robert A Taft liater Laboratory.
Cincinnati, Chio 45268

Comnission of the I, G, SERRIII (2)
Lurovean Coaaunities Div, Chimie
Commission aes Centre Courmun de Recherche ZURATOL
Communautdés 21020 - Ispra
Européennes Ttalie
SRR li. Georges PCCHOVITCH (2)
- C.C.E. -DG I ’
1040 Brucelles
Belgique
AQIIS‘.::. I':Q Jo BmGEROH
Colgate-Palmolive
. €02 = Courbevoie
' France
- Dr. A.L. DE JOIiG

Unilever Research
Viaardingen
Hetherlancs

Dr. ¥ilheln R. FISIER
Henlkel & Cie GmbH
4000 Dlisseldorf 1

Germany
He J.A. THIERITAGAID.
S.A. Procter I: Ganvle Senelux

Euronean Technical Center
Stronbeek-Sever

Belgicue

(2) Nonionics only / non ionigues uniquement.

* Association Internationale de la Savoanerie et de la Détergence.
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1;. L. COLAS
héne Progil
65 - Decines

France

Dr. G. DURIG
CIBA - Geig A;Gt
4000 Btle

Suisse

tr, V.. REID
Shell Research Ltd.
Lghan

United Kingdon

Dr. Reinhold VICIBOLD
Chenische Verlte Hills

, 437 = iarl

Gernany

Dr. R.D. SUISHRR
llonsanto Company
St Louis, lissouri 53406

United States

Inz. P, LIZ3CIN
irection de l!'Invironnexent

* Comité Intermational des Dérivés Tensio-Actifs.
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ANNEX 9.2
FRENCH STANDARD PR., T 73-280




"PROJET DE AGENTS DE SURFACE - DETERGENTS Pr
NORME ' AGENTS DE SURFACE CATIONIQUES T 73-280
EXPERIMENTALE | DETERMINATION DE LA BIODEGRADABILITE -

AVANT-PROPOS

A la date de publication de la présente norme expérientale, il n'existe
aucun document sur le méme sujet en provenance des diverses "
organisations internationales concernées.

L'AFNOR a estimé souhaitable que la présente norme, dont 1'essai biologiqu
est basé sur la norme NF T 73-260, soit mise en expérimentation afian de
confirmer objectivement la validité de la méthode. . -

‘ Les observations que pourral: susciter la présente norme doivent Ztre
adressées 3 1'AFNOR TOUR EUROPE CEDEX 7 92080 PARIS LA DEFENSE

;‘van: HEEREERX

INTRODUCTION
La détermination de la biodégradabilité des agents de surface vise 3
reconstituer en laboratoire les phénoménes de dégradation telles qu'ils
peuvent apparaltre dans l'environnement ou dans les stations d'épuration.
Le processus de la méthode faisant intervenir entre autres des actions
biologiques n'a pas un caractére rigoureux.

Dans la mesure ou la validité du systéze biologique est vérifiée, les
résultats obtenus permettent d'évaluer la biodégradabilité de 1l'agent
de surface. -

1 OBJET

~

La présente norme expérimentale a pour objet- la description d'une
méthode statique permettant de déterminer 1la biodégradabilité des
agents de surface cationiques tels quels ou contenus dans les produits
de lavage et de nettoyage. Elle se compose de deux parties, la premiére
concerne l'analyse du produit 3 examiner, et la seconde 1l'essai
biologique proprement dit.

2 REFERENCES
NF T 73-000 Agents de surface - Vocabulaire

NP T 73-009 Agents de surface - Détergents ~ Méthodes de ‘division d'un
- échantillon i

NF T 73-258 Détergénts - Détermination de la teneur en matidre active
anionique (Méthode par titrage direct dans deux phases).

NF T 73-260 Agents de surface — Détergents — Agents de surface anioniques -
Détermination de la biodégradabilité

P

Surface active agents - Detergents - Cationic surface active agents -
Determination of biodegradability.
Tenside - Waschmittel - Cationischen oberglichenaktiven Subtanzen -

Damed e 3 om0V L e L S A e el s R



3 PRINCIPE GENERAL

Aprds extraction, si nécessaire, de 1la matidre active sur w
échantillon représentatif du produit 3 examiner, détermination de la
teneur en agent de surface cationique. Puls essails biologiques
simultanés par ensemencement bactérien d'une solution d'essal de
concentration connue en agents de surface cationiques, d'une solution
etalon de biodégradabilité, et essal d'une solution 'témoin du milieu
ayant servi 3 1'ensemencement bactérien.

Détermination du taux de biodégradation par mesure de 1la teneur en:
agents de surface cationiques présente aprés sept jours d'incubation
avant addition d'une méme quantité d'agents de surface anioniques et enﬂ
fin d'essal aprés dix jours d'incubation. ¢

4 ECHANTILLONNAGE
. 6.1 Agents de surface cationiques en 1'état

Préparer un &chantillon pour essai d'environ 20 g selon les
prescriptions de la NF T 73-009.

4.2 Détergent (*)

4.2.1 Produit en poudre

Préparer un échantillon réduit de 250 g environ selon les prescriptions
de la norme NF T 73-009. Passer cet &chantillon dans un broyeur a
couteaux de type ménager, de maniére 3 ce que la poudre obtenue ne
présente pas de grains d'une grosseur supérieure 3 0,2 mm. Homogénéiser
convenablement la poudre, la placer dans un poudrier.

Prélever un échantillon pour essal d'environ 500 g de produit
préalablement homogénéisé.

5 EXTRACTION DE LA MATIERE ACTIVE ORGANIQUE ET PREPARATION DE LA
SOLUTION D'ESSAI

5.1 Principe

Extraction par 1'éthanol d'une quantité de produit suffisante pour
entreprendre les dosages des agents de surface cationiques ainsi que
les essails biologiques. Evaporation 3 sec de la solution éthanolique,
puls obtention de la solution d'essai par mise en solution aqueuse du
résidu sec.

(*) - Terme défini dans la norme NF T 73-000

000/0.0



5.2 - Réactif

Au cours de l'analyse, utiliser uniquement des réactifs de qualitt
analytique reconnue et de 1l'eau distillée ou de 1l'eau de pureté
gquivalente. .

Ethanol 95 - 96 X (V/V)

5.3 - Appareillage ) ) _

Matériel courant de laboratoire.

S.4 - Mode Opératoire

S<4.1 - Prise d'essai

- Peser, 3 0,1 g prds, dans un ballon de 1 1 3 40 g + 1 g de
1'échantillon réduit de produit en poudre (4.2.1) ou prendre 1l'extrait
sec du produit 1liquide (4.2.2) préparé comme suit : peser, 2 0,1 32
prads, dans un ballon de 1 1,200 g environ de produit, y ajouter 50 ml
d'éthanol (5.2), &vaporer 3 sec au bain d'eau bouillantz en aspirant
les vapeurs sous faible dépression jusqu'3d ce deux pesées consécutives

faites 3 0,01 g prés ne différent pas plus de 0,1 g.

S.4.2 - Extraction

Dissoudre la prise d'essai (5.4.1) en ajoutant 500 ml d'éthanol (5.2)
dans le ballon de 1 1, y adopter un réfrigérant droit, puls faire
bouillir 3 reflux durant 15 min. Filtrer sous faible dépression sur un
filtre en verre fritté de porosité P 16 (10 3 16 ,um) NF B 35-016 la
solution surnageante chaude. Répéter deux fols l'extraction sur le
résidu demeuré dans le ballon avec, chaque fois, 200 ml d'é&thanol

(5.2).

RSunir quantitativement les extraits et 1'éthanol de lavage du filtre
dans un ballon de 1 1.

S5.4.3 - Solution d'essai

Eliminer par distillation la majeure partie de 1'&thanol afin qu'il ne

-

reste que 100 3 150 ml de solution dans le ballon.

Transvaser 3 chaud dans une fiole conique de 250 ml préalablement
tarée, ringer le ballon 2 1'éthanol (5.2) et ajouter les solutions de
ringage au contenu de la fiole conique. Faire é&vaporer sur um bain
d'eau bouillante la majeure partie du solvant. Terminer le séchage. 3
1103° + 2 °C jusqu'3d masse constante. -

.



Dissoudre dans l'eau le résidu de la fiole conique. Chauffer au
voisinage de 1l'ébullition, jusqu'a dissolution compléte. Refrcidir et
transvaser quantitativement la solution dans une fiole jaugée de 1 1.
Ringer la fiole conique et ajouter les eaux de ringage 3 la solution.
Compléter au volume et homogénéiser. Soit (Ll) la solution ainsi
obtenue. '

6/ - DETERMINATION DE LA TENEUR EN AGENTS DE SURFACE CATIONIOQUES

Effectuer la détermination de la teneur en agents de surface
cationiques, selon la méthode spécifiée dans l'annexe II, directement

sur une partlie aliquote de la solution (Ll)'

7/ - ESSAI BIOLOGIQUE

7.1 = Principe

Ensemencement bactéiien d'une solution 3 S mg/l d'agent de surface i
cationique, enrichie en matiéres nutritives. Aération. Mesure du taux
de biodégradation par dosage de la matidre active au bleu disulfine
aprés 7 jours d'incubation puils, apréds addition d'une méme quantité
d'agent de surface cationique, én fin du 10° jour de l'essai
biologique. Vérification d2 la validité du syst2me biologique par essai
simultané d'un produit @talon de biodégradabiiité connue.

7.2 - Ensemencement bactérien et incubation

7.2.1 - Matériel biologique

Milieu de7bulture, obtenu 2 partir d'une eau d'égout contenant entre
10” et 10" micro-organismes par millimétre cube. Le stock bactérien
ainsi constitué n'est valable que 24 h.

7.2.1.1 = Préparation

Utiliser de 1'eau d'égout prélevée 3 la sortie d'un grand collecteur
urbain. Il est indispensable d'aérer constamment l'eau d'égout si la
durée du transport est supérieure 3 3 h.

Dés réception au laboratoire, ajouter 0,5 g d'extrait de viande et 10 g
de peptone par litre d'eau d'égout.

Placer ensuite dans un récipient en verre, muni d'un dispositif
d'aération assurant le passage de 0,5 1 d'air par minute au travers
d'un tube muni 3 sa partie inférieure d'un verre frittéd de porosité
P 160 (100 3 160 pm) NF B 35-016 plongeant jusqu'au fond du
récipient.

Mettre en incubation dans une enceinte thermorégulée 3 une température
de 25 °C + 1 °C, cette enceinte étant celle ol s'effectue 1l'essai

proprement dit. Il est également possible d'opérer i une température
constante comprise entre 20 °C et 26 °C.



Aprés quelques jours (generalemenc 2 3 4 jours) la population
bactérienne doit atteindre 10° 3 10’ micro-organisames par
millimétre cube. Cette valeur peut étre vérifiée par dénombrement.

7.2.1.2 - Dénombrement

Une méthode de dénombrement est décrite en annexe I.
7.2.2 - Réactifs

7.2.2.1 - Eau de dilution

a) - Préparation d'une solution d'oligo—éléments :

Ajouter 2 de 1l'eau distillée ou de qualité& &quivalente les quantités (*)
suivantes de produits de qualité analytique reconnue :

Molybdate de potassium 0,5 g
Borate de sodium 0,2 g
Sulfate de cobalt 0,2 g
Sulfate d'aluminium 0,1l g
Sulfate de cuivre 0,1 g
Sulfate de cadmium 0,1 g
Iodure de potassium 0,1 ¢g
Bromure de sodium 0,01 g
Chlorure de zinc 0,05 g
Sulfate” de manganése 0,01 g
Fluorure de sodium 0,01 g

Amener le volume 2 1 1 avec de l'eau distillée. Porter 3 ébullition et
filtrer. -

b) - Préparation de 1'eau de dilution

Ajouter 2 de 1'eau distillée ou de qualité@ équivalente les quantités (*)
sulvantes de produits de qualité analytique reconnue :

Chlorure de calcium ' 0,220 g
Monohydrogénophosphate de sodium . 0,010 g
Sulfate de magnésium : 0,010 g
Nitrate de potassium ) 0,050 g

Ajouter 0,5 ml de la solution d'oligo-éléments (7.2.2. l.a) et amener le
volume 3 1 1 avec de 1'eau distillée.

Ajuster le pH final 2 une valeur comprise entre 7 et 7,2, puis filtrer
sur papier filtre et maintenir cette eau de dilution 3 la température
de 1l'essai.

7.2.2.2 - Solution &talon de biodégradabilité

Solution de produit &@talon dans l'eau distillée 3 400 mg de matiére
active par litre. L'étalon doit étre préalablement titré selon la
méthode spécifiée dans la norme NF T 73-258.

(*) - Les masses indiquées correspondent aux sels anhydres
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L'agent de surface &talon (*) est un alkylbenz2ne sulfonate de sodium,
de formule générale R - CgHy SO3 Na, ol R représente des chalnes

de longueur moyenne Ci2- Il est constitué par un lot particulier
caractérisé par son analyse physico-chimique. Son taux de
biodégradation déterminé par la présente méthode est supérieur 3 87 ZI.

7.2.3 - Appareillage

- 702.301 - Déscription

- Flacons ou contenants équivalents 3 col large de capacité d'environm
20 1, munis d'un bouchon (dimensions indicatives : diamétre extérieur
250 mm, hauteur du corps 400 mm, hauteur du col 80 mm, largeur du col

100 mg).

- Tubes en verre (par exemple diamdtre intérieur 5 mm, longueur 500 mm)
prolongés par une pastille en verre fritté de porosité P 160 (100 3 160
_pm) NF B 35-016 ,

-

- Enceinte thermorégulée 3 25 °C + 1 °C ou pcrmettaant d'obtenir unme
température constante comprise entre 20 °C et 26 °C, &clairée en
lumiere diffuse.

- Dispositif d'alimentation d'air non pollué permettant un débit
de 0,5 1/min par flacon. -

7.2.3.2 - Nettoyage

Tout le matériel en verre doit étre nettoyé avec un mélange
“"sulfochromique” (mélange 3 parties égales d'une solution saturée de
dichromate de potassium et d'acide sulfurique concentré), suivi d'un
ringage abondant avec de 1l'eau.

L'utilisation de tout agent de surface est 3 proscrire.

7.2.4 - Mode Opératoire

7.2.4.1 - Préparatioﬂ de la solution d'essaii(Lz)

Diluer la solution Ly (5.4.3) avec de 1'&thanol jusqu'd obtention
d'une concentration en agent de surface cationique de 1 g/l. Soit
(LZ) cette solution.

-~

(*) - L'agent de surface &talon est disponible 3 1'Institut National de
Recherche Chimique Appliquée 91710 VERT LE PETIT, é&tant donné ses
propriétés hygroscopiques prendre les précautions d'usage pour sa
conservation. :

eoelees



7.2.4.2 - Preaidre nériode d'incudbation (7 jours)

Introduire successivement dans trois flacons de 201 :

’ Flacon Y Flacon E Flacon Z
' Témoin du miliey Essai Etalon de

d'ensemencement | proprement di | blodégradabilicé
(en litres) (en litres) (en litres)

Eaus de dilution

(7.2;201) M 9 9 8

Milieu de culture

(7.2.1) 1 1 1

Solution d'essai (sz

(7.2.4.1) 0,050

Solution &talon -

(7.2.2.2) ) 0,5

Eau distillée 0,5

L'eau distillée ajoutde en dernier est &ventuellement 1'eau utilisée
pour ringer les récipients ayant servi 3 contenir la solution &talon.

Placer les trois flacons dans l'enceinte thetmoregulee et aérer avec un
débit d'air de 0,5 1/min par flacon.

Aprés 1, 2, 3 et 7 jours d'incubation, hocogénéiser soigneusement le
milieu aprés avoir. détaché mécaniquement les dépdts présents sur les
parols internes des flaconms.

A la fin de 1la période d'incubation de. 7 jours, effectuer un
prélévement de 500 ml en vue du dosage de la matidre active au bleu
disulfine (voir Annexe 1I).

7.2.4.3 - Deuxilme période d'incubation (8° au 10° jour)

Aﬁrés le premier prélévement effectuer en 7.2.4.2, procéder de la
maniére suivante :

Flacon Y: Ajouter 0,5 1 d'eau distillée. RN -

Y [
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Flacons £ et Z : en vue du ringage, prélever respectivement 200 =1
solution des flacons E et Z et les placer dans des récipient:
appropriés. Ajouter alors dans le flacon E 50 ml de la solution d'essai
(L,) (7.2.4.1) ot dans le flacon Z 0,5 1 de la solution &talon
(7.2.2.2). Rincer respectivement 1les récipients ayant coatenu les
solutions d'agents de surface avec les 200 ml précédemment mis 3 part
et les réintroduire dans les flacons correspondants.

Homogénéiser_ le contenu de chacun des trols flacons et poursuivre
1'incubation et 1'aération. A la fin du 10° jour homogénéiser 1le
contenu comme indiqué en 7.2.4.2 et effectuer un prélévement de 500 uml
en vue du dosage de la matidre active respectivement au bleu de
méthyléne (voir 7.3) et..au bleu disulfine (voir annexe II). Si les
dosages ne sont pas effectués immédiatement, il est possible, pour
quelques heures, d'inhiber 1l'action bactérienne en conservant les
prélévenents 2 4 °C. :

7.3 - Dosages

7.3.1 Dosage des agents de surface caticnigues

Sur les prélévements correspondants aux flacons Y et E, effectuer deux
déterminations selon la méthode décrite en annexe II.

7.3.2 - Dosage des agents de surface anioniques

Sur les prélévements correspondants aux flacons Y et Z, procéder 3 la
détermination des agents de surface anioniques selon le chapitre 6 de
la norme NF T 73-260

8 TAUX DE BIODEGRADATION
8.1 - Calculs préliminaires

En vue de calculer la biodégradabilité des agents de surface
cationiques contenu dans l'échantillon soumis 3 1'essai, calculer au
préalable divers taux de biodégradation selon les données indiquées
ci-apres. '

Les paramétres résultant des déterminations analytiques sont définis de
la maniére suivante :

T est la teneur en agents de surface cationiques en milligrammes
E,0 par litre de la solution contenant la matiire active cationique
soumise 3 l'essal biologique, au début de l'essai.

T est la teneur en agents de surface cationiques en milligrammes
E,7 par litre de la solution contenant la matiére active cationique
soumise 3 l'essal biologique aprés 7 jours, avant nouvel ajout de
matiére active cationique.

e/enn
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T est la teneur en agenis de surface cationiques

3,7,7 en milligrammes par litre de la solution
contenant la matidre active cationique sounise 3
1'essal biologique aprés 7 jours, et aprés
nouvel ajout de matiére active cationique.

T est la teneur en agents de surface cationiques
E,10 en milligrammes par litre de la solution
contenant la matiére active cationique soumise 2
.1'essal biologique aprés 10 jours.

T T et T sont les teneurs en agents de surface
o 7 10 cationiques de la solution témoin du milieu
d'ensemencement : au début de l'essai,
aprés 7 jours et aprés 10 jours.

C et C sont les teneurs en agents de surface
z,7 2,10 anioniques, en milligrammes par litre, de
la solution étalon de biodégradabilicé
aprés 7 jours et aprés 10 jours.

c et C sont les teneurs en agents de surface
*2,Y,7 2,Y,10 anioniques, en milligrammes par litre,
. ) de la solution témoin du milieu

d'ensexencement bactérien aprés 7

Jours et apréds 10 jours, déterminées

par rapport 3 la courbe d'étalonnage

de la solution étalon de
 blodégradabilité.

Les taux de blodégradation sont définis de la mani2re suivante-:

B
E,7

B
2,7

E,10

z,10

est le taux de blodégradation de 1'agent de surface cationique
soumis 3 l'essal biologique 3 la fin de la période de 7 jours.

est le taux de biodégradation du produit étalon de
biodégradabilité soumis 3 1'essai biologique 2 la fin de la
période de 7 jours. :

est le taux de blodégradation de 1'agent de surface cationique
soumis 3 1'essai biologique 2 la fin de la période de 10 jours.

est le taux de biodégradation du produit &talon de
biodégradabilité 2 la fin de la période de 10 jours.

N e



8.1.2 - Taux de biodégradation diésla fin de la période de 7 joufs

-

Les taux de biodégradation de l'agent de surface cationique soumise 3
. 1'essal biologique et du produit &talon sont donnée respectivezent par

les formules suivantes :

‘(T -T)-(T ~-T)

B =100 E,O 0 E,7 7
E,7 T T
- - E,0- O
B
2,7 =10-5( ~-¢C )
2,7 2,Y,7

8.1.3 - Taux de biodégradation 2 la fin de la période de 10 jours

Les taux de biodégradation de 1'agent de surface cationique soumis 2
1l'essai biologique et du produit étalon sont donnés respectivement par

les formules suivantes :

(T -T) + (T -T )-(7 -T
B EO- O E,7 E,7 E,10 10)
E,10 = 100 (T T + (T E
: E,0- 0 E,7,7 - E,7)

B = 100 - 2,5 (C -C )
z,10 z,10 2,Y,10

8.2 - Taux de biodégradation pdndéré
8.2.1 - Produit soumis 2 1'essal

Le taux de biodégradation pondéré D, des agents de surface
cationiques soumis 3 l'essal est calculé par la formule suivante :

0,5B +B
D E,7 E,I0
E = 1,5

80202 - Produit étalou

Le taux de‘biodégradation pondéré D, du produit &talon déterminé au

cours de l'essai est calculé par la formule suivante :

D ’ z,7 zZ,10 ' . -
Z= 1,5
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8.3 - Validité des essais

Les résultats de l'essal biologique sont définitivement retenus dans
les deux cas suivants :

pour un produit dont le taux de biodégradation au 10° jour est
inférieur 3 60 lorsque le taux de biodégradation pondéré D, de
-1'étalon est supérieure 3 87 X.

2° - pour un produit dont le taux de biodégradation au 10° jour est
‘supérieur ou &gal 3 60, lorsque 1l'écart entre les taux de
biodégradation du produit soumis 3 l'essai 3 7 jours et 10 jours
ne dépasse pas 6 et lorsque le taux de biodégration pondéré D,
de 1'&talon est supérieur 3 87 Z. .

Dans le cas contraire, 1l'essal sera répété deux foils au plus.

9/ - BIODEGRADABILITE

La blodégradabilité des agents de surface cationiqdes contenus dans
1'&chantillon soumis & 1l'essal est exprimée par 1le taux de
biodégradation pondéré. .

10/ - PROCES-VERBAL D'ESSAI

Le procés-verbal d'essail doit mentionner les indications suivantes :

a) - tous renseignements nécessalires 3 1'identification complite de
1'échantillon \

b) - la méthode utilisée (référence i la présente norme)
¢) - les résultats obtenus

les conditioms de l'essal

d)
e) - tous les détails opératoires non prévus dans la présente norme ou

facultatifs, ainsi que tous les incidents susceptibles d'avoir eu
une influence sur les résultats.

.\- ./tl./Qoo



ANNEXE I
DENOMBREMENT DES MICRO-ORGANISMES

1. Diluant

Eau distillée récemment préparée additionnées de 1 ml de solution
d'aldéhyde formique 3 30 Z (V/V). Cette solution doit é&tre exeumpte de
micro-organismes et de particules; dans le cas contraire, la filtrer
sur une membrane de 0,2 wum de porosité.

2. Appafeillage-

La verrerie et le matériel utilisés doivent &tre rigoureusement
propres, mais il n'est pas indispensable qu'ils soient stérilisés. -

- Microscope binoculaire et accessoires permettant des observations en
fond clair, éventuellement en fond noir et en contraste de phase a
des groscsissements permettant d'inscrire un rectangle de quadrillage

.de la cellule de Malassez dans le champ microscopique (grossissements
400 2 600). - -

- Pipettes S/A et 10/A, NF B 35-305.

- Filoles jaugées 100/A et 1000/A, NF B 35-307 contenant une vingtaine
de billes de verre de 5 mm de diamétre maximale.

= Cellule 3 numération de Mallassez comportant un quadrillage de 100
rectangles dont 25 sont divisés en 20 carrés. Deux butées latérales
permettent de supporter une lamelle spéciale optiquement plane et
suffisamment @paisse pour ne pas se déformer. Dans ces conditions, le
volume compris entre le quadrillage et la lamelle est de 1 o3 pour
la totalité de la cellule, soit 0,01 am3 pour un rectangle.

3. Dilution

-

Effectuer une dilution permettant de compter 100 3 300 micro-organismes
dans la section de volume ayant pour base 1 rectangle (0,01 na3).
Suivant le cas, réaliser les dilutions au 1/50, 1/100, 1/200, ou
exceptionnellement 1/500.

Pour augmenter la précision de la méthode, utiliser la dilution la plus
faible compatible avec les possibilités de dénombrement.

Selon la dilution désirée, mesurer avec précision le volume du liquide
3 analyser; l'introduire dans une fiole jaugée et compléter au volume 3
1'aide du diluant. Agiter &nergiquement peadant 5 win _avant
d'introduire la dilution dans la cellule 3 numération.

.

eeslees



4. Dénozbrement

Procéder au montage de la cellule; disposer la lamelle sur le bord des
deux tubées légérement humidifiées et la centrer en la faisant glisser
par légire pression jusqu'd obtention des anneaux de Newton.

Procéder ensuite au remplissage de 1la cellule dans les conditions
suivantes : aprds homogénéisation, introduire 1la dilution dans 1a
cellule jusqu'd écoulement dans les rigoles.

Laisser ensuite la cellule sur la platine du microscope pendant 30 min
21 h de fagon 3 laisser sédimenter les micro-organsimes. Au cas ol le
dénombrement ne pourrait &tre effectué dans ces délais, {11 est
indispensable de wmaintenir 1les cellules horizontalement dans ume
chambre humide 3 1'abri des vibrationms.

' Confirmer par un examen microscopique sommaire 1'absence de bulles
d'air ou d'agglutinats importants, une homogéngitd et une densite de
populations normales (100 3 300 micro-organismes par rectangle). Dans
le cas contraire, procéder 3 une nouvelle dilution.

Procéder ensuite au dénombrement proprement dit en comptant les
micro-organiszes présents dans les 25 rectangles quadrillés en faisant
légerement varier la mise au point (ne pas tenir compte des particules
ou micro-organismes de grande taille tels que les protozoaires).

Effectuer sur chaque @chantillon 3 analyser deux numérations, chacune 3
partir d'une dilution différente.

5. Expression des résultats

Le noabre de micro-organisues présents par millimetre cube de milieu de
culture est égal 3 :

-

N x 100 x d
25

ol :

N est le nombre de micro-organismes trouvé dans les 25 rectangles
quadrillés,

d est le facteur de dilution de la dilution utilisée.

Prendre comme résultat la moyenne arithmétique de deux dénombrements.



ANNEXE II

"DOSAGE DES AGENTS DE SURFACE CATIONIQUES

1 DOMAINE D'APPLICATION

ia méthode est applicable aux solutions aqueuses contenant des agents
de surface cationiques en présence d'autres agents de surface.

Elle permet de doser des teneurs en agents- de .surface cationiques
supérieures i 0,1 mg/l.

2 PRINCIPE

Concentration des agents de surface contenus danc la solution d'essail
par évaporation, extraction par 1'éthanol de ces agents de surface.

Séparation des agents de surface cationiques des agents de surface
anioniques par passage sur une résine &changeuse d'anions.

Formation, en milieu tamponné du complexe bleu disulfine = ageats de
surface cationiques; extraction de ce complexe par le chloroforme et
mesure spectrophotométrique de l'absorbance de la solution
chloroformique.

3 REACTIFS

Au cours de 1l'analyse utiliser uniquement des réactifs de qualité
analytique reconnue et de l'eau distillée ou de pureté équivalente.

3.1 - M2thanol

3.2 - Chloroforme

3.3 - Propanol-2

3.4 - Solution tampon : pH 5,0 3 20 °C

Prép;ret une solution d'acétate de sodium 3 164 g/l et ajuster son pH 3
5,0 par addition d'une solution d'acide acétique 3 120 g/1.

3.5 - Bleu disulfine VN 150, (CI 42045), sel disodique de l'acide
disulfonique-2,4 dinitrilodiéthyl-4'4" triphéanyl méthane,
solution 3 0,64 g/l.

Dissoudre 0,16 g de bleu disulfine VN 150, dans 20 ml d'éthanol 3 10 %
(V/V). Transvaser dans une fiole jaugée de 250 ml et compléter au
volunme. :
. %
3.6 - Alkylbenzéne sulfonate de sodium (par exemple _
tétrapropylénebenzénesulfonate de sodium), solution 3 1 g/l.

3.7 - Chlorure de cétyltriméthylammonium, solution méthanolique 3
1 g/l.
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3.8 - Chlorure de benzéthonium 1), solution &talon 3 10 =g/l

Peser, 3 0,001 g prés, 1,000 g de chlorure de benzyvldiméthyl|s -
tétraméthyl-1,1,3,3 buryl)-2 ﬁhénoxy-éthoxj] -2 &thyl ammonium,
monohydraté,le dissoudre dans de 1'eau. Transvaser quantitativement la
solution dans une fiole jaugée de 1 1 et compléter au volume.

Prélever 10,0 ml de la solution obtenue et les diluer en flole jaugée 3
1000 ml. (1 ml correspond 3 10 mg de chlorure de benzéthonium).

3.9 - Résine échangeuse d'ions, anionique, fortement basique groupement
ammonium quaternaire), avec un taux de réticulation de 2 Z de
divinylbenzéne, de granulométrie comprise entre 150 et 300 wm.

4 APPAREILLAGE
Matériel courant de laboratoire et :

4.1 - Colounes pour chromatographie en verre: diamdtre 10 mm environ,
longueur 250 mm environ, munie 3 son extrémité supérieure d'un joint
rodé péramettant d'adapter une ampoule 3 décanter servant de réservoir
de solvant.

4.2 - Centrifugeur,. pouvant créer une accélération de 15000 o/s2.

4.3 - Tubes 2 centrifuger de capacité 40 ml enviroﬁ (voir figure). -
4.4 - Tube capillaire, deux fols coudé 3 angle droit (voir figure)

4.5 = Ampoules 2 décanter de capacité 100 =l.

4.6 - Spectrophotomdtre, muni de cuves optiques de 10 mm d'é@paisseur

4.7 - Agitateur décanteur mécanique pour ampoules 3 décanter.

Remarque importante : Les tubes 2 centrifuger (4.2), le tube capillaire
(4.3), les ampoules 3 décanter (4.5), ainsi que les béchers et fioles
Jaugées 3 utilisés doivent &€tre conditionnés avant l'essai en y

laissant séjourner la solution d'agent de surface cationique (3.7) puis
étre abondamment ringés 2 1'eau.

5 MODE OPERATOIRE"
5.1 - Extraction des agents de surface

Prélever un volume (V) de solution tel qu'il concienne entre 50 et 1000 pg
de 1'agent de surface cationique 3 doser, le placer dans un bécher de
capacité convenable et ajouter une quantite d'alkylbenzéne sulfonate (3.6)

telle que la concentration finale en ce produit soit de 20 mg/l. A
. . /7\’.‘L ~ ‘.."
Faire &vaporer 2 sec, avec précaution, sur un bain d'eau bouillante. ~ ¢ .\~
Ajouter 20 ml de méthanol (3.1) bouillant, agiter avec une baguette de—
verre et filtrer l'extrait sur un petit tampon de laine de verre en
recueillant le filtrat dans un bécher de 250 ml. Laver le tazpon avec{,

10 m1 de méthanol froid. A

1) - L'un des noms coamerciaux de ce produit est “Hyamine 1622.



Répéter l'extraction avec deux autres portions de 20 ml de méthanol

bouillant. Ringer enfin le bécher, le tampon de laine de verre et
1'entonnoir avec 10 ml de méthanol froid.

Evaporer 3 sec.

5.2 - Séparation des agents de surface cationiques

5.2.1 - Passage sur colonne

5.2.1.1 - Préparation de la colonne &changeuse d'anions
. ——————— - — —

Remplir la colonne (4.1) au tiers avec du méthanol (3.1), placer
au~dessus du robinet un petit tampon de laine de verre et introduire
lentement 12 ml de résine (3.9) mouillée avec du méthanol.

Eliminer les bulles d'air de la résine puls placer un petit tampon de
laine de verre 2 son soummet.

Conditionner la colonne ainsi préparée en faisant passer 10 ml de la
solution méthanolique d'agent de surface cationique (3.7) 2 raison de 2
ml/min. Laver ensuite la colonne avec 600 ml de méthanol (3.1) passant
a raison de 2 3 3 ml/min.

Recueillir séparémént les Jerniers millilitres d'éluat, en prélever 5 ml
et vérifier en les traitanc comme l'un des termes de la gamme d'étalonnag
(voir 5.3.1) qu'ils ne conduisent pas 3 une absorbance supérieure 3 celle
du terme zéro de cette game. Poursuivre éventuellement le lavage de la
résine avec du méthanol (3.1) jusqu'd ce que ce résultat soit atteint.

Préparer de la méme maniére une série de colonne en vue d'une sériz de
déterminations.

5.2.1.2 - Elimination des agents de surface anioniques

Reprendre le résidu obtenu en 5.1 par 10 ml de méthanol (3.1), agiter
avec une baguette de verre puls transvaser la totalité de 1l'extrait
dans la colonne de résine conditionnée et la faire passer lentement, 3
raison de moins de 1 ml par minute en recueillant 1'éluat dans un
bécher de 250 ml. '

Ringer le bécher ayant contenu le résidu avec deux fois 10 ml de
wéthanol et faire passer ce méthanol sur la résine.

Laver la colonne avec 100 ml de méthanol 3 ralson de 2 2 é 2l/min.
. ’ i\ L
Evaporer 3 sec l'ensemble des &luats. )
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NOTE : Aprés chaque séparation et avant ré-emploi, laver la colonne de
résine avec 150 ml de méthanol (3.1). Les colonnes peuvent étre
utilisées au moins 3 ou & fols.

5.2.2 - Traitement en bécher
5.2.2.1 - Préparation de la résine

Dans un b&cher de 250 ml peser 20 g environ de résine (3.9) et ajouter
200 ml de propauoi-2 (3.3), puis agiter lentement avec un agitateur
magnétique durant 15 min 3 200 °C.

Piltrer la résine sur un filtre en verre fritté de porosité P 16 (10 &

16 pum) NF B 35-016 et la layer avec le propanol-2 (3.3).

Conditionner la résine ainsi préparée en ajoutant 50 ml de la solution
méthanolique d'agents de surface cationiques (3.7). Filtrer la résine
et laver de nouveau avec 200 ml de propanol-2 et filtrer. Poursuivre le
lavage de la résine jusqu'2 ce que le propanol-2 soit incolore.

Conserver la résine ainsi préparée dans le propanol-2.
5.2.2.2 - Elimination des agents de surface anioniques

D#ns un bécher de 250 ml dissoudre le résidu obtenu en 5.1 avec 50 ml
de propanol-2 (3.3).

Introduire 10 g de résine conditionnée (5.2.2.1) et compléter 3 environ
100 ml avec le propanol-2. Agiter avec un agitateur magnétique durant 2
2 5 h. Filtrer ensuite la résine sur un filtre en verre fritté de
porosité P 16 (10 a2 16 um) NF B 35-016, ringer le bécher et la résine
avec 100 ml de propanol-2.

Recueillir 1la tocglité des filtrats dans un ballon et les &vaporer 3
sec sous vide 3 1l'aide d'un &vaporateur rotatif.

NOTE : Aprés chaque s€paration et avant ré-emploi, laver la résine avec
le propanol-2 (3.3). La résine peut &tre utilisée au moins 3 ou 4
fois.

5.3 - Dosage ' -
5.3.1 - Gamme d'étalonnage
a) - Méthode utilisant des tubes 3 centrifuger . L

Dans une série de tubes 3 centrifuger (5.4), introduire :

‘0-0,1 -1 -2-3-4 et 5 ml de la solution de chlorure de
benzéthoniun (3.8) soit :

0 ~1-10- 20 - 30 - 40 et 50 g d'agent de surface cationique.



—
Amener le volume 3 lé/pl avec de 1'eau, puls ajouter :

-'2,5 ml de la solution tampon (3.4)
= 1,0 ml de la solution de bleu disulfine (3.5
10 ml

'fh de chloroforme (3.2).

Agiter vigoureusement le contenu du tube pendant 90 s de fagon 3
mélanger Iintimement les deux phases, puis centrifuger pendant 30 s.

Adapter une poire 3 1l'une des extrémités du tube capillaire (4.4) et
introduire l'autre extrémité dans la phase chloroformique (au travers
de la couche aqueuse) en exergant une ldgére pression sur la poire de
fagon & produire un lent dégagement de bulles d'air.

"Pixer le bouchon sur le tube 3 centrifugrer, enlever la poire, et
transférer l'extrait chloroformique dans une cuve optique en
augmentant, par exemple 3 l'aide d'une seringue, la pression de 1l'air

au-dessus de la phase aqueuse.

L

Rincer la cuve avec l'extrait chloroformique, puis mesurer, dans les

5 min qui suivent,son absorbance, 3 la longueur d'onde de’ 628 nm,\aprés
avolr régler le zéro d'absorbance avec le chloroforme (3.2).

Tracer une courbe d'é@talonnage 3 partir des valeurs ainsi obtenues.
NOTE : Aprés usage, laver les tubes 3 centrifuger plusieurs fois avec
de 1' eau, rincer le tube capillaire et les cuves optiques avec du
méthanol (3.1) puis du chloroforme (3.2).

b) - Méthode utilisant des ampoules 2 dé&canter

Dans une série d'ampoules 3 décanter de 100 ml (4.5), introduire :

0-0,2-0,5-1-~2,5et 5 ml de la solution de chlorure de
benzéthonium (3.8) soit :

0-2-5-10 - 25 et 50 ug d'agent de surface cationique.
Amener le volume 3 15 ml avec de l'eau, puis ajouter :
ml de la solution tampon (3.4)

5
,0 ml de la solution de bleu disulfine (3.5)
0 ml de chloroforme (3.2)

2
-1
1

Agiter les ampoules avec 1l'appareil (4.7) durant 4 3 6 min, 3 la fin de
1'agitation et aprés décantation soutirer la phase chloroformique dans
les tubes 3 centriruger, puls ceutrliuge: Qulfaut 6U S €uviivu. -

A 1l'aide d'une pipette &quipée d'un dispositif d'aspiration, transvaser
une partie de la phase chloroformique dans une cuve optique d'épaisseur
10 om, rincer la cuve avec,l'extrait chloroforaique, puis mesurer,dans

les 5 min qui suivent, son absorbance, 2 la longueur d'onde de 628 pm,

aprés avoir réglé le zéro d'absorbance avec le chloroforme (3.2).



Tracer une courbe d'&talonnage 3 partir des valeurs ainsi obtenues :

NOTE : Aprés usage, laver le matériel avec du méthanol (5.1) puils du’

chloroforme (3.2).
5.3.2 - Détermination
a) - Méthode utilisant des tubes 3 centrifuger

Ajouter dans le bécher ou le ballon contenant le résidu sec obtenu en
5.2.1.2 ou 5.2.2.2, 20 ml de chloroforme (3.2) saturé d'eau et
transvaser dans une fiole jaugée d'une capacité (Vl) telle que 10 ml

de la solution finale contienne entre 5 et 50 ug d'agent de surface
cationique. ) -

Rincer le bécher ou le ballon avec le chloroforme-(B.Z) et compléter le
volume de la fiole jaugée avec ce chloroforme.

Introduire dans un tube 3 centrifuger :
= 15 ml d'eau

- 2,5 ml de la solution tampon (3.4)

- 1,0 ml de la solution de bleu disulfine (3.5)
- 10,0 ml de la solution chloroformique obtenue.

Poursuivre selon les indications du paragraphe “ganme d'étalonnage”
(5.3.1.a) 3 partir du 38me alinéa jusqu'au 6&me alinéa inclus.

b) - Méthode utilisant des ampoules 3 décanter

Remplacer dans le 3éme alinéa du paragraphe (5.3.2.a) le tube 2
centrifuger par une ampoule 3 décanter de 100 ml contenant les méazes
quantités de réactifs prescrites en 5.3.2.a et poursuivre selon les
indications du paragraphe "gamme d'étalonnage” (5.3.1.6) 3 partir du
38me alinéa jusqu'au 4é&me- alinéa inclus.

5.4 - Essail 2 blanc

Effectuer, parallélement au dosage et en suivant le méme mode
opératoire, un essai 3 blanc en employant les m@mes quantités de tous
les réactifs que celles utilisées pour le dosage, mais en omettant le
résidu obtenu en 5.2.1.2 ou 5.2.2.2.



!
‘O
!

6 EXPRESSION DES RESULTATS

Au moyen de la courbe d'étalonnage (5.3.1) et compte-tenu de 1l'essai 3
blanc (5.4) déterminer la quantité d'agent de surface cationique,
exprimée en amicrogrammes de chlorure de benzéthonium, contenue dans 10

ml de la solution chloroformique obtenue en 5.3.2.

La teneur en agents de surface cationique exprimée en milligramme par
litre est donnée par la formule :

mxV
° 1
10x vV &

ol :

m est la masse, en microgrammes, d'agents de surface cationique
trouvée lors du dosage d'une partie aliquote obtenue en 5.3.2.

V est le volume, en millilitres, de la fiole jaugée utilisée en
1 503'.20

V est le volume, en millfiittes, de la solution soumise 3 1l'essal.

A\
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ISO/DIS 14593

WARNING AND SAFETY PRECAUTIONS

Activated siudge and sewage may contain potentially pathogenic organisms. Therefore
appropriate precautions should be taken when handling them. Hazardous test substances
and those whose properties are unknown should be handled with care.

1. Scope

This Intemational Standard specifies a method, by analysis of released inorganic carbon,
for the evaluation in an aqueous medium of the ultimate aerobic biodegradability of organic
substances at a given concentration of micro-organisms. The conditions described in this. -
~ Intemational Standard do not always comespond to the optimal conditionns for aliowing the

maximum degree of biodegradation to occur. For aitemative biodegradation methods see ISO
14462.

The method can be applied to organic compounds which are:
(a) soluble under the test conditions;

(b) insoluble under the test conditions, in which case special measures may be necessary
to achieve a good dispersion of the compound (see, for example, ISO 10634: 1895),

(c) volatile;

Note 1. With highly volatile substances, losses to the gaseous phase can be minimised by reducing
the volume of the headspace. However, there should be sufficient oxygen in the test system
to prevent biodegradation being oxygen-limited.

(d) not inhibitory to the test micro-organisms at the concentration chosen for the test. The
presence of an inhibitory effect can be determined as specified in 8.3, or by using any other
- method for determining the inhibitory effect of a substance on bacteria (see, for example,
ISO 8192: 1986).

2. Normative references

The following standards contain provisions which, through reference in this text, constitute
provisions of this International Standard. At the time of publication, the editions indicated
were valid. All standards are subject to revision, and parties to agreements based on this



Intemnational Standard are encouraged to investigate the possibility of applying the most
recent editions of the standards indicated below. Members of IEC and ISO maintain
registers of currently valid Inteational Standards.

ISO 7827: 1994 Water quality - Evaluation in an aqueous medium of the 'uitimate’ aerobic
biodegradability of organic compounds - Method by analysis of dissolved organic carbon

(DOC).

ISO 8192: 1566 Water quality - Test for inhibition of oxygen consumption of activated
sludge.

ISO 8245: 1987 Water quality - Guidelines for the determination of total organic carbon
(TOC).

ISO 9439: 1990 Water quality - Evaluation in an aqueous medium of the 'uitimate’ aerobic
biodegradability of organic compounds - Method by analysis of released carbon dioxide.

ISO 9887: 1992 Water quality - Evaluation of the aerobic biodegradability of organic
compounds in an aqueous medium - Semi-continuous activated sludge method (SCAS).

ISO 9888: 1991 Water quality - Evaluation of the aerobic biodegradability of organic
compounds in an aqueous medium - Static test (Zahn-Wellens method).

ISO 10634: 1995 - Water quality - Guidance for the preparation and treatment of poorly
water-soluble organic compounds for the subsequent evaluation of their bicdegradability in
an aqueous medium.

ISO 11923 Water quality - Determination of suspended solids - Method by glass fibre
filtration (in preparation).

ISO 14462 Wéter quality - ISO Tests on biodegradability (in preparation)

3. Definitions
For the purposes of this Intemnational Standard the following definitions apply:

3.1 Ultimate aerobic biodegradation: The breakdown of an organic chemical
compound by micro-organisms in the presence of oxygen to carbon dioxide, water and
mineral salts of any other elements present (mineralisation) and new biomass.

3.2 Primary biodegradation: The structural change (transformation) of an organic
chemical compound by micro-organisms resulting in the loss of a specific property.

3.3 Activated sludge: Biomass produced in the aerobic treatment of wastewater by the
growth of bacteria and other micro-organisms in the presence of dissolved oxygen.

3.4 Concentration of suspended solids of an activated sludge: The amount of solids
obtained by filtration or centrifugation of a known volume of activated siudge and drying at
about 105 ©C to constant weight. ,



3.5 Dissoived organic carbon (DOC): That part of the organic carbon in water which
cannot be removed by specified phase separation, for example by centrifugation or by

membrane filtration.

3.6 Total organic carbon (TOC):. Within this standard method it is the amount of
organic carbon added as the test substance to the test vessels. '

3.7 Inorganic carbon (IC): Within this standard method the amount of inorganic
carbon measured during the test in the test vessels. :

3.8 Total inorganic carbon (TIC): Within this standard method it is the total mass of
inorganic carbon deriving from the mineralization of the test compound to carbon dioxide,
bicarbonate and carbonate.

3.9 Dissolved inorganic carbon (DIC): That part of the inorganic carbon in water
which cannot be removed by specified phase separation, for exampie by centrifugation or
by membrane filtration. -

3.10 Theoretical maximum inorgahic carbon (ThIC): The theoretical maximum
amount of inorganic carbon released by oxidizing a chemical compound completely,
calculated from the molecular formula; expressed as mg per g test compound.

3.11 Lag phase: The time in days from the start of a test until adaptation and selection
of the degrading micro-organisms is achieved and the biodegradation degree of a chemical
compound or organic matter has increased to about 10 % of the theoretical maximum
biodegradation.

3.12 Maximum level of biodegradation: The maximum biodegradation degree of a
chemical compound or organic matter in a test noted in per cent above which no further
biodegradation takes place during the test.

3.13 Biodegradation phase: The time in days from the end of the lag phase of a test
until about 80 % of the maximum leve! of biodegradation has been reached.

3.14 Plateau phase: The time in days from the end of the biodegradation phase when
the maximum level of biodegradation is reached until the end of the test.

3.15 Pre-exposure: The pre-incubation of an inoculum in the presence of the test
compound, with the aim of enhancing the ability of the inoculum to biodegrade the test
compound by adaptation and selection of the micro-organisms.

3.16 Pre-conditioning: The pre-incubation of an inoculum under the conditions of the
test in the absence of the test compound, with the aim of improving the performance of the
_ test by acclimatisation of the micro-organisms to the test conditions.

4. Principle

Determination of the uitimate biodegradation of organic compounds by micro-organisms,
using an aqueous aerobic test medium. The test substance, as the sole source of carbon
and energy, is added to a mineral salts medium inoculated with a mixed population of
micro-organisms and incubated in sealed vessels with a headspace of air. The
concentration of the compound used normally yields an initial organic carbon concentration




in the medium of 2 to 40 mg/1 (20 mg/l is recommended). Biodegradation (mineralisation to
CO») is determined by measuring the net increase in inorganic carbon (IC) levels over time
compared with unamended blanks. The test generally runs for 28 days. The extent of
biodegradation is expressed as a percentage of the theoretical IC production based on the
amount of test substance (as organic carbon) added initially.

For sufficiently water-soluble substances, dissolved organic carbon (DOC) removal during
the test may also be determined.

If a suitable analytical method is available, then the primary biodegradation (removal of
parent test substance) during the test may also be determined.

5. Test environment

Incubation shall take place in the dark, or in diffused light, in an enclosure which is
maintained at a constant temperature (within £ 2 °C) between 20 °C and 25 ©C.

6. Reagents
Use only reagents of recognised analytical grade.
6.1 Distilled or de-ionised water

Containing less than 10% of the initial organic carbon content introduced by the test
compound in any case, however, less than 1 mg/l DOC.

6.2 Test medium

6.2.1 Composition

6.2.1.1 Solution a)

Anhydrous potassium dihydrogen phosphate (KH2POg4) 8.50g
Anhydrous dipotassium hydrogen phosphate (KoHPO4) 21.75¢
Disodium hydrogen phosphate dihydrate (NasHPO4.2H20) 33.40¢g
Ammonium chloride (NH4Cl) 0.50 g
Water (6.1) (quantity necessary to make up to) 11
The pH of this solution should be 7.4. (£ 0.2)

6.2.1.2 Solution b)

Dissolve 36.40 g of calcium chioride dihydrate (CaCl>.2H50) in 1 | of water (6.1).

6.2.1.3 Solution ¢)



Dissolve 22.50 g of magnesium sulphate heptahydrate (MgSO4.7H20) in 1 | of water (6.1).

6.2.1.4 Solution d)

Dissolve 0,25 g iron (lil) chloride hexahydrate (FeCl; - 6H.0) in water (6.1), quantity
necessary to make up to 1000 ml. Prepare this solution freshly before use to avoid
precipitation or add a drop of concentrated hydrochloric acid (HCI).

6.2.2 Preparation of the test medium

For 1 | of test medium mix 10 ml of solution a) with 800 mil water (6.1) and then add 1 mi
each of solutions b), ¢) and d) and make up to 1 | with water (6.1).

6.3 Concentrated orthophosphoric acid (H3POg4) (> 85% wiv)

6.4 Sodium hydroxide solution

Dissolve 280 g of sodium hydroxide (NaOH) in 1 | of water (6.1) to obtain a solution of z
mol/l. Either use freshly prepared solution or determine the DIC of this solution and consider
this value when calculating the test resuit (see 9).

7. Apparatus

Ensure that all glassware is thoroughly cleaned and, in particuiar, free from organic or toxic
matter. :

Usual laboratory equipment, and

71 Instrument for measuring inorganic carbon (IC) such as the inorganic channel of
a total organic carbon (TOC) analyser or a gas chromatograph.

7.2  Gas-tight glass vessels of known volume, for example, serum bottles of 160 ml
capacity sealed with buty! rubber septa and aluminium crimp seals or any other gas-tight
system.

7.3  Orbital shaker

7.4  Syringes of high precision for aqueous and gaseous samples.
7.5 Glass bottles to take, for example 5 | medium.

7.6  Centrifuge

7.7  pH-meter

7.8  Device for filtration, with membrane filters of suitable porosity (nominal aperture
diameter between 0.20 ym and 0.45 ym) which adsorb organic substance or release
organic carbon to a minimum degree.
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7.9  Instrument for the determination of dissolved organic carbon (DOC)
concentration

7.10 Carbon dioxide-free air production system

Prepared by passing air through soda lime granules or a solution of sodium hydroxide (see,
for example, ISO 9439). Altemnatively, a mixture of 80% N2/20% Oz may be used. The
absence of CO» in the air can be confirmed by passage through barium hydroxide solution
(a white precipitate indicates the presence of CO3).

8.  Procedure
8.1 Preparation of the test solutions

8.1.1 Test compound

Prepare a stock solution of a sufficieritly water-soluble test compound in water (6.1) or the
test medium (6.2.2) at a concentration preferably 100-fold greater than the final
concentration to be used in the test. Add the stock solution to the test medium (6.2.2) to
give a final organic carbon concentration of between 2 and 40 mg/l (see 8.3); 20 mg/
organic carbon is recommended.

Add substances of low water-solubility added directly, in solid or liquid form to the
inoculated medium in the appropriate test vessels. Liquid test substances, including those
which are volatile, may be injected directly into sealed vessels using a high precision
microsyringe. Determine the added amount exactly

Note 2. Poorly-soluble substances can often be dispensed as a dispersion produced using non-
biodegradable emuisifying agent and/or ultrasonication. Refer to ISO 10634 for guidance on
the preparation and treatment of poorly water-soluble substances.

8.1.2 Solution of the reference substance

Prepare a stock solution of the reference substance (an organic substance of known
biodegradability such as aniline or sodium benzoate) in water (6.1) in the same way as in
8.1.1, and then dilute in test medium (6.2.2) to give a final organic carbon concentration of
20 mg/l.

8.2 Preparation of the inoculum

Prepare the inoculum using the following sources described in 8.2.1, 8.2.2 and 8.2.3, or
using a mixture of these sources, to obtain a microbial population that offers sufficient
biodegradative activity. Check this activity by means of the reference substance (8.1.2).
Based on experience the recommended inoculum is activated siudge at a dry solids
concentration of 4 mg/l. The carbon dioxide production of the blanks should be as low as
possible (see 11). To reduce the influence of the blanks, it may be helpful to pre-condition
the inoculum by aeration for up to one week before it is used. Use a suitable volume for
inocuiation (see Note 4)

Note 3. In certain circumstances, pre-exposed inocula may be used, provided that this is clearly
stated in the test results (e.g. biodegradation = x %, using pre-exposed inocula) and the
method of the pre-exposure is detailed in the test report. Pre-exposed inocula can be



obtained from laboratory biodegradation tests conducted under a variety of conditions (e.g.
ISO 9888: 1991 Zahn-Wellens test; ISO 9887: 1992 SCAS test) or from samples collected
from locations where relevant environmental conditions exist (e.g. treatment plants dealing
with similar substances, contaminated areas, etc.).

Note 4 Based on experience suitable volume means:

- sufficient to give a population which offers enough biodegradation activity;

- degrades the reference compound by the stipulated percentage (see 10);

- gives between 10° to 10° colony forming units per mi in the final mixture;

- gives not greater than the equivalent of 4 mg/l suspended solids of activated siudge in the
final mixture;

- the quantity of dissolved organic carbon provided by the inoculum shouid be less than 10 % of
the initial concentration of organic carbon introduced by the test compound,;

- generally 1 to 10 mi of inoculum are sufficient for 1000 mi of test solution.

8.2.1 Inoculum from an activated sludge plant

Collect activated sludge from the aeration tank of a full-scale or a laboratory waste water
treatment plant treating predominantly domestic sewage. If necessary, remove coarse
particies by filtration through a sieve (for example, 1 mm< mesh size) and keep the sludge
aerobic thereafter. Since it is necessary for the inoculum biank to have as low an evolution
of COy as possible, the sludge may need further treatment. For example, settle or
centrifuge (e.g. at 10,800 m s-2 for 10 minutes) the sludge, discard the supematant and re-
suspend the settled or centrifuged solids in test medium (6.2.2) to give a suspended solids
concentration of about 3 g/l (see, for example, ISO 11923). Altematively or additionally,
aerate the sludge ovemight before use. To reduce the biank value still further, the sludge
can be pre-conditioned to the test conditions prior to use by diluting in test medium (6.2.2)
to give 4 to 30 mg dry solids/l and aerating with moist air for up to one week at the test
temperature. Use 4 to 30 mg/l dry solids as the inoculum in a test; 4 mg/l is recommended
as higher concentrations of activated sludge may give rise to high blank IC values.

8.2.2. Inoculum from waste water

Take a sample of the influentor the effluent from a full-scale or laboratory waste water
treatment piant dealing with predominantly domestic sewage. Keep this sample under
aerobic conditions and use on the day of collection (or pre-condition if necessary). Coarse-
filter the effluent to remove gross particulate matter and measure its pH. Before use,
sparge the filtrate with CO5-free air (6.5) for about one hour while maintaining the pH at 6.5
using orthophosphoric acid (6.2), restore the pH to its original value and finally let the
sample settie for 1 h and take a suitable volume of the supematant for inoculation.

Note §. This procedure reduces the IC content of the inoculum. For example, when the maximum of
100 mi filtered effluent per | test volume is used as the inoculum, the amount of IC produced in blank
vessels in 28 d should lay in the range 0.4 to 1.3 mg/l. The IC values in the blanks may be different
for the various inocula used.

‘ 8.2.3. Inoculum from a surface water

Take a sample of an appropriate surface water. Keep under aerobic conditions and use on
the day of collection. If necessary, the surface water can be concentrated by filtration or
centrifugation. Use a suitable volume as inoculum.

8.3 Test



Provide a number of test vessels (7.2) sufficient for requirements in order to have

test vessels (symbol Fr) for the test compound;

blank vessels (symbol Fg) containing test medium and inoculum;

- vessels for checking the procedure (symbol F¢) containing the reference compound;

- if needed, vessels for checking a possible inhibitory effect of the test compound
(symbol F)),

- if needed vessels for checking a possible abiotic elimination (symbol Fs) containing
the test compound but no inoculum, sterilized by addition of a suitable inorganic toxic
compound to prevent microbial activity. Use, for example, 5 mil of a solution
containing 10 g/l of mercury (Il) chioride (HgCk). Add the same amount of the toxic

- substance two weeks after the test was begun.

The number of vessels needed will depend on the frequency of analysis and the confidence
limits required for the final extent of biodegradation (see Annex 2). It is recommended that
at least five bottles from sets F, Fg and F¢ are analysed at the end of the test.

To separate large glass vessels (7.5), make the following additions:

Mineral | Inoculum Water (6.1)
Contents | Symbol salts (8.2) Solutions to give the
medium ' same
(6.2.2) volume in
each vessel
Test Fr + -+ 8.1.1 to give the +
substance required test
concentration
Blank Fgp + + - +
Reference Fc + + 8.1.2 to give 20 mg/l +
: organic carbon
Abiotic Fs + - As FT and +
elimination HgCl> to give 50 mgf
control (for example)
{optional)
Inhibition F + + As Frand 8.1.2 +
check to give test
(optional) concentration
and 20 mg/l organic
carbon

Thoroughly mix the contents of each of the large bottles (7.5) in tum‘and dispense suitable
aliquots (for example, 100 ml) into labelled test vessels (7.2). Add poorly-water soluble test
substances directly to the test vessels (see Note 2). Ensure that the liquid to headspace



ratio and the test substance concentration are such that sufficient oxygen is available in the
headspace to allow complete biodegradation (for example, avoid using a high substrate
concentration and a small headspace). A headspace to liquid ratio of 1 : 2 is recommended.
Seal the vessels when all additions have been made, for exampie, with butyl rubber septa
and aluminium caps, place on an orbital shaker in the dark or diffuse light at 20 to 25 °C (+
1°C), and start the shaker.

On the days of analysis, calibrate the IC analyser as required (see 8.4). Take samples at
least weekly and more frequently if a complete biodegradation curve is required. Remove
the requisite number of replicate vessels from the shaker, representing F1, Fg, and Fg,
and, if used, F|. At the end of the test aiso take off botties representing Fg, if used. The
test shall normally run for 28 days but can be prolonged if degradation has started. The test
may be finished before 28 days have elapsed if biodegradation has reached a plateau.

8.4 Determination of inorganic carbon (IC)

There are two methods available for measuring the amount of IC produced in the test. The
methods can give slightly different results and therefore only one method shouid be used in
a test run.

8.4.1 Acidification to pH <3

Calibrate the IC analyser (7.1) using appropriate IC standards (for example, 1% w/w CO3 in
N»2). Inject concentrated orthophosphoric acid (8.1.3) through the septum of each test
vessel sampled to lower the pH of the medium to < 3 (for example, add 1 mi to 100 ml test
medium). Replace the vessels on the shaker. After shaking for one hour, remove the
vessels from the shaker, withdraw 1 mi aliquots of gas from the headspace in each vessel
and inject into the IC analyser. Read off, and record, the concentration of IC (mg/l carbon).

Note 6. The principle of this method is that after acidification to pH < 3 and equilibration, the
equilibrium constant for the distribution of CO2 between the liquid and gaseous phases in
the test vessels is approximately equal to one (for example, 0.95 at 20 °C). This should be
checked for the test system as follows: Set up test vessels containing between 0.5 and 10
mg/l IC, using a solution of anhydrous sodium carbonate (NapCOj) in COx-free water
(prepared by acidifying water (6.1) with concentrated orthophosphoric acid (8.1.3), sparging
ovemnight with COx-free air (6.3) and raising the pH to neutrality with alkali). Ensure that the
ratio of the headspace volume to the liquid volume is the same as for the test (for example,
1 : 2). Acidify the vessels by injecting in an appropriate volume (for example, 1 mi) of
concentrated orthophosphoric acid (8.1.3), shake for one hour, withdraw samples from the
headspace and the liquid and analyse for IC. Check that the two concentrations are the
same within experimental error.

Note 7. 1f DOC removal is to be measured (soluble test substances only) use the test mixture of the
test vessels if no significant change is to be expected by the acidification (e.g. influence on
the solubility of the test compound or disintegration of the inoculum) or use separate vessels
for this purpose. Take samples of the liquid phase at least at the start and end of the test,
filtrate or centrifuge and inject into the DOC analyser (see ISO 8245). If primary
biodegradation is to be measured use the sample for substance specific analyses as well.

8.4.2 Conversion of CO2 to carbonate

Calibrate the IC analyser (7.1) using appropriate standards. For example, by injecting
solutions of sodium bicarbonate (NaHCO3) in CO»-free water (see 8.4.1) in the range O to
20 mg/l IC. Inject 1 ml sodium hydroxide (6.3) through the septum of each test vessel



sampled and shake for one hour. Remove vessels from the shaker, allow to settle and
withdraw, by syringe, suitable volumes (for example, 50 to 200 ui) from the liquid phase in
each vessel. Aitemnatively, when using an IC-analyzer connected to an automatic sampler
the small beakers of the sampler are carefully filled to the brim, covered with a suitable cap
to prevent CO, exchange with the air, e.g. aluminium foil and analyzed within 6 hours.
Inject the samples into the IC anaiyser directly by syringe or with the heip of an automataic
sampler and read off the concentration of IC from the calibration curve.

Note 8. The principle of this method is that after the addition of alkali and shaking, the concentration
of IC in the headspace is negligibie. This shouild be checked for the test system.

Note 9. If DOC removal is to be measured (soluble test substances only) use the test mixture of the
test vessels if no significant change is to be expected by bringing to alkaline conditions (e.g.
influence on the solubility of the test compound or disintegration of the inoculum) or use
separate vessels for this purpose. Take sampies of the liquid phase at ieast at the start and
end of the test, acidify to remove IC, filtrate or centrifuge and inject into the DOC analyser
(see ISO 8245). If primary biodegradation is to be measured use the sample for substance

specific analyses as well.

9. Calculation and expression of results

Assuming 100% mineralisation of the test substance, the theoretical maximum inorganic
carbon (ThIC) in excess of that produced in the blank controls (i.e. endogenous respiration)
equals the amount of organic carbon (TOC) added as the test substance to each test vessel
at the start of the test, that is:

ThiC = TOC
The total mass of inorganic carbon (TIC) in the test vessel is:
TIC = (mgCin thg liquid phase + mg C in the gas phase)
that is: TIC = (VL x CD + (V4 x CR) (Equation 1)

where:

Vi = volume of liquid in the test vessel ()

C_ = concentration of IC in the liquid phase (mg/l carbon)
Vi = volume of the headspace ()

CH = concentration of IC in the headspace (mg/l carbon)

The caiculation of TIC for the two analytical methods used for measuring IC in this test are
described below in clauses 9.1 and 9.2.

Percentage biodegradation Dy, in each case is given by:

(TIC; - TICp)
Dmn = —e—ooononw x100
TOC

where:
TICt = mg TIC in test bottie at time t

10



TICp, = mean mg TIC in blank control bottles at time t
TOC = mg TOC initially added to the test vessel.

Calculate in the same way the biodegradation degree of the reference compound in the
inoculum check vessels (Fg) and the inhibition check vessels (F;) and without substracting
the blanks, of the test compound in the abiotic degradation control Fs if they were included,
from the amounts of IC produced up to each sampling time.

Note 10. If there has been a significant increase in the TIC content of the sterile controls (Fg) over
the test period, then abiotic degradation of the test substance has occurred.

Note 11. The determination of DOC at the start and end of the test and in between can be used to
determine the final percentage biodegradation for water-soluble test substances based on
DOC removal (see ISO 7827 and 8245).

~ Note_12. If specific analysis was performed at the start and end of the test then the primary
biodegradation of parent test substance during the test may aiso be determined.

9.1 Acidification to pH <3

Acidification to pH <3 and equilibration resuits in the equalisation of the concentration of IC
in the liquid and gaseous phases. Hence only the concentration of IC in the gas phase
needs to be measured as C; = Cy (see Equation 1).

9.2 Conversion of CO2 to carbonate

In this method calculations are performed as described in Equation 1 but the negligible
amount of IC in the gaseous phase is ignored (thatis, (Vy x CH) = 0 in Equation 1).

10. Expression of results

Compile a table of inorganic carbon measured (TIC) and percentage biodegradation (Dm)
for each determination interval and each test vessel. Piot a biodegradation curve in per cent
as a function of time and indicate lag phase and degradation phase if possible. If comparable
results are obtained for the parallel test vessels Fr (<20 % difference) plot a mean curve,
otherwise plot curves for each vessel (see example in Annex 1). Determine the mean value of
per cent biodegradation in the plateau phase and indicate this maximum level of biodegradation
‘as “"degree of biodegradation of the test compound” in the test report If the number of test
vessels was not sufficient to indicate a plateau phase use the measured data of the last day of
the test and caiculate a mean vaiue. ,

Plot in the same way a curve of the reference compound F¢ and, if included of the abiotic
degradation check Fs and the inhibition control F,.

Record the amount of IC released in the blank controls (Fg), and in the vessels for checking

abiotic degradation (Fg) and for checking any inhibitory effect of the test substance (Fy), if
these vessels were included in the test. |

T



information on the toxicity of the test compound may be useful in the interpretation of test results
showing a low biodegradation. If in vesseis F, the degradation percentage is <25 % at the end of
the test and insufficient degradation of the test compound is observed, it can be assumed that
the test compound is inhibitory. In this case the test should be repeated using a lower test
concentration, however, it should be noted that this will reduce the precision of the method.
Altematively another inoculum may be used. If in flask Fs (abiotic degradation check if included)
a significant amount (>10%) of released carbon dioxide is observed, abiotic degradation

processes may have taken place.

11. Validity of results
The test is considered as valid if:

a) the mean percentage degradation in the vessels Fc, containing the reference
compound, is > 60% on the 14th day of incubation;

b) the mean amount of IC produced from the blank controls at the end of the test is <
-15% of the organic carbon added initially as the test compound.

12. Precision of the method

in the 1995/96 ring test of the method, the inter-laboratory variability (reproducibility) was as
follows:

Test compound Mean Coefficient of Number of
%D variation laboratories
Aniline 90 16% 17
1-Octanol 85 12% 14

Variability between replicates in the same test run (replicability) was generally < 5% with
aniline and < 10% with 1-octanol.

For ring test participants who determined IC by the acidification method, the mean ratio of
IC in the headspace to that in the liquid phase after equilibration was 1.0 (coefficient of
vanation = 12%, n = 9).

Laboratories using the alkali method generally found negligible (that is, < 0.01% wiw) IC in
the headspace after equilibration. ‘

Note 13. The ring test conditions were as follows: -
o Test concentration - 20 mg/l organic carbon

+ Inoculum - Activated sludge (washed and/or aerated prior to use) at a final concentration
of 4 mg/l dry solids .

¢ Headspace to liquid ratio-1:2

1



¢ Replication - Five bottles from F and Fg on Day 28.

13. Test report

The test report shall provide all pertinent information, particularly the following:
a) areference to this intemnational Standard;

b) any information necessary to identify the substance subjected to the test;
c) the name and concentrat'ion' of the reference substance used;

d) all the results obtained (in tabular form) and the degradation curve, including the
results obtained for the inoculum activity check tests (vessel F¢) and for the inhibition
check tests (vessel Fj) and biotic degradation check tests (vessel Fg) if they were
included,; _

e) the main characteristics of the inorganic carbon (IC) analyser employed (and if used,
organic carbon analyser and/or method of specific analysis for the test substance);

f)  the method of IC analysis employed:

g) a brief descriptiﬁn of the test vessel used;

. h) the reasons for any rejection of the test resuits (see clause 11);
i) any pre-conditioning or pre-exposure of the inoculum;

j)  the concentration of the test substance used and the organic carbon content of this
concentration;

k) the source, characteristics and amount of inoculum used;

[) any other facts that are relevant to the procedure followed.

12
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ANNEX 1
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ANNEX 2
(informative)
Statistical treatment of resuits
If it is required to know the precision with which percentage biodegradation (% D) is
determined, take at least five replicate test bottles and the same number of blank control
bottles on a single occasion.
Calculate the mean IC in the blank bottles (7/Cp) and % D for each individual test bottie.

Calculate the mean of the separate % D values and their standard deviation.

Calculate the confidence limits for the mean value of % D as:

ts
t -
Vn
where:
t = Student's ‘'t value for (n-1) degrees of freedom at the selected probability level
(e.g. 95%)
s = standard deviation (op.1)

number of individual values used to determine % D.

3
1
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