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LIGNE DIRECTRICE DE L’OCDE POUR LES ESSAIS DE  
PRODUITS CHIMIQUES  

Estimation du coefficient d’adsorption (Koc  )   sur le sol et les boues d'épuration  
par chromatographie en phase liquide à haute performance (CLHP)  

INTRODUCTION  

1. Les processus de sorption des substances dans les sols ou les boues d'épuration peuvent être décrits
à l'aide de paramètres déterminés par voie expérimentale selon la Ligne directrice 106 de l'OCDE. Le
coefficient d'adsorption est un paramètre important, défini comme le rapport entre la concentration de la
substance dans le sol ou la boue et sa concentration dans la phase aqueuse à l'équilibre d'adsorption. Le
coefficient d'adsorption établi en fonction de la teneur en carbone organique du sol, Koc, est utile pour
indiquer la capacité de liaison d'une substance chimique à la matière organique du sol et des boues
d'épuration et comparer différentes substances. Ce paramètre peut être estimé à partir de corrélations entre la
solubilité dans l'eau et le coefficient de partage n-octanol/eau (1)(2)(3)(4)(5)(6)(7).

2. La méthode expérimentale proposée dans la présente Ligne directrice permet d'estimer le
coefficient d'adsorption Koc dans le sol et les boues d'épuration (8) par CLHP. Elle offre une fiabilité
supérieure aux estimations fondées sur les calculs de la relation quantitative structure-activité (QSAR) (9). En
tant que méthode d'estimation, elle ne peut remplacer complètement les essais par équilibres successifs
décrits dans la Ligne directrice 106 de l'OCDE. Toutefois, le Koc estimé peut servir à sélectionner des
paramètres d'essai pertinents pour les études d'adsorption et de désorption de la Ligne directrice 106 à l’aide
du calcul de Kd (coefficient de répartition) ou de Kf (coefficient d'adsorption de Freundlich) selon l'équation 3
(voir paragraphe 12).

PRINCIPE DE L’ESSAI  

3. La CLHP est réalisée sur des colonnes d'analyse garnies d'une phase solide, vendue dans le
commerce, qui est constituée de groupes cyanopropyle et possède des radicaux lipophiles et polaires. On
utilise une phase stationnaire modérément polaire à matrice de silice :

- O – Si

silice

- CH2 - CH2 - CH2

espaceur non polaire

- CN

radical polaire
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Le principe de la méthode d'essai est analogue à celui de la Ligne directrice 117 de l'OCDE (10). En migrant
le long de la colonne contenant la phase mobile, la substance d'essai interagit avec la phase stationnaire.
L’avancement de la substance est freiné par sa répartition entre la phase mobile et la phase stationnaire. Les
radicaux polaires et non polaires d'une molécule interagissent de la même façon avec la phase stationnaire,
qui offre à la fois des sites polaires et non polaires, qu'avec la matière organique contenue dans la matrice des
sols ou des boues d'épuration. D'où la relation entre le temps de rétention sur la colonne et le coefficient
d'adsorption sur la matière organique.

4. Le pH exerce un influence sensible sur les processus de sorption, en particulier pour les substances
polaires. Dans les sols agricoles et les bassins des stations d'épuration des eaux usées, le pH varie
normalement entre 5,5 et 7,5. Les substances ionisables devraient être testées deux fois dans des solutions
tampons adéquates, à savoir sous leur forme ionisée et non ionisée, mais seulement si leur dissociation atteint
au moins 10 pour cent à des valeurs de pH comprises entre 5,5 et 7,5.

5. Comme l'évaluation repose exclusivement sur la relation entre la rétention sur la colonne de CLHP
et le coefficient d'adsorption, le recours à l'analyse quantitative est superflu, et seule la détermination du
temps de rétention est nécessaire. À condition de disposer d'un ensemble de substances de référence
approprié et d'appliquer des conditions expérimentales standard, la méthode permet d'estimer avec rapidité et
efficacité le coefficient d'adsorption Koc.

APPLICABILITÉ DE L'ESSAI  

6. La méthode par CLHP convient aux substances chimiques (marquées ou non) pour lesquelles il
existe un système de détection approprié (par exemple : spectrophotomètre, détecteur de radioactivité) et qui
restent suffisamment stables pendant la durée de l'essai. Elle peut s'avérer particulièrement utile pour les
substances difficiles à étudier dans d'autres systèmes expérimentaux (à savoir les substances volatiles, les
substances insolubles dans l'eau à une concentration mesurable par analyse, et les substances présentant une
grande affinité avec la surface des récipients d'incubation). La méthode peut s'appliquer à des mélanges qui
donnent des bandes d'élution non résolues. Dans ce cas, il faudrait indiquer les limites supérieures et
inférieures du logarithme du Koc des composants du mélange d'essai.

7. Les impuretés risquent parfois de compliquer l'interprétation des résultats de la CLHP, mais elles
sont négligeables si la substance d'essai peut être clairement identifiée et séparée des impuretés par une
méthode analytique.

8. Validée pour les substances énumérées au tableau 1 de l'annexe, la méthode a été appliquée à toute
une série d'autres composés chimiques regroupés dans les classes chimiques suivantes :

- amines aromatiques (exemples : 4-chloroaniline, 3,5-dinitroaniline, 4-méthylaniline, N-méthylaniline, 1-
naphthylamine, trifluraline);

- esters d'acides carboxyliques aromatiques (exemples : benzoate de méthyle, 3,5-dinitrobenzoate d'éthyle);
- hydrocarbures aromatiques (exemples : toluène, xylène, éthylbenzène, nitrobenzène, 1,2,3-

trichlorobenzène);
- esters d'acides aryloxyphénoxypropioniques (exemples : diclofop-méthyle, fénoxaprop-éthyle,

fénoxaprop-P-éthyle);
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- benzimidazoles et imidazoles employés comme fongicides (exemples : carbendazime, fubéridazole,
triazoxyde);

- carboxamides (exemples : 2-chlorobenzamide, N,N-diméthylbenzamide, 3,5-dinitrobenzamide, N-
méthylbenzamide, 2-nitrobenzamide, 3-nitrobenzamide);

- hydrocarbures chlorés (exemples : endosulfan, DDT, hexachlorobenzène, quintozène);
- insecticides organophosphorés (exemples : azinphos-méthyle, disulfoton, phénamiphos, isophenphos,

pyrazophos, sulprophos, triazophos);
- phénols (exemples : phénol, 2-nitrophénol, 4-nitrophénol, pentachlorophénol, 2,4,6-trichlorophénol, 1-

naphtol);
- dérivés de la phénylurée (exemples : isoproturon, monolinuron, pencycuron);
- colorants (exemples : Acid Yellow 219, Basic Blue 41, Direct Red 81);
- hydrocarbures aromatiques polycycliques (exemples : acénaphtène, naphthalène);
- dérivés de la 1,3,5-triazine employés comme herbicides (exemples : prométhyne, propazine, simazine,

terbutryne);
- dérivés des triazoles (exemples : tébuconazole, triadiméfon, triadiménol, triapenthénol).

9. La méthode ne convient pas aux substances qui réagissent avec l'éluant ou la phase stationnaire. Elle
n'est pas non plus applicable aux substances qui interagissent de manière spécifique avec des constituants
inorganiques (par exemple : formation de complexes polyédriques avec les minéraux argileux). La méthode
risque d'être inopérante pour les substances tensio-actives, les substances inorganiques, ainsi que les acides et
bases modérés à forts. Les valeurs de log Koc comprises entre 1,5 et 5,0 peuvent être déterminées. Il faut mesurer
les substances ionisables dans une phase mobile tamponnée, en prenant soin d'éviter la précipitation des
composants du tampon ou de la substance d'essai.

DÉFINITIONS ET UNITÉS

10. Kd : le coefficient de répartition est défini comme le rapport des concentrations à l'équilibre (C) d'une
substance d'essai dissoute dans un système à deux phases, soit une phase sorbante (sol ou boue d'épuration) et
une phase aqueuse; c'est un nombre sans dimension lorsque les concentrations dans les deux phases sont données
par le quotient de deux poids. Si la concentration dans la phase aqueuse est exprimée en poids par volume, sa
dimension est le ml•g-1. Kd est susceptible de varier en fonction des propriétés du sorbant et de la concentration.

Kd =
eau

boue

eau

sol

C

C
ou

C

C
[1]

où Csol = concentration de la substance dans le sol à l'équilibre (µg • g-1)
Cboue = concentration de la substance dans la boue à l'équilibre (µg • g-1)
Ceau = concentration de la substance dans l'eau à l'équilibre (µg • g-1 , µg • ml-1)

11. Kf : le coefficient d'adsorption de Freundlich est défini comme la concentration de la substance d'essai
dans le sol ou la boue d’épuration (x/m) lorsque la concentration à l'équilibre Ceau dans la phase aqueuse est égale
à un; il est exprimé en µg.g-1 de sorbant. Sa valeur peut varier selon les propriétés du sorbant.

log
x

m
= log Kf +

1

n
⋅⋅⋅⋅ log Ceau [2]
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où x/m = quantité de la substance d'essai (µg) adsorbée sur une quantité de sorbant m (g) à
l'équilibre

1/n = pente de l'isotherme de sorption
Ceau = concentration de la substance d'essai en phase aqueuse à l'équilibre (µg ⋅ ml- 1)

Lorsque Ceau = 1 ; log Kf = log
x

m

12. Koc: le coefficient de répartition (Kd) ou le coefficient d'adsorption de Freundlich (Kf) établi en fonction
de la teneur en carbone organique (fOC) du sorbant ; pour les substances non ionisées en particulier, il indique
approximativement le degré d'adsorption d'une substance sur le sorbant et permet d'effectuer des comparaisons
entre différents produits chimiques. Suivant les dimensions de Kd et de Kf, Koc est sans dimension ou s'exprime
en ml ⋅ g-1 ou en µg ⋅ g- 1 de matière organique.

Koc =
oc

d

f

K
(sans dimension ou ml•g-1 )1gg(

foc

Kf −•µ [3]

Comme la relation entre Koc et Kd n'est pas toujours linéaire, les valeurs de Koc peuvent varier d'un sol à l'autre,
mais leur variabilité est très réduite en comparaison avec les valeurs de Kd ou Kf.

13. On déduit le coefficient d'adsorption (Koc) du facteur de capacité ( ′k ) en traçant une courbe
d'étalonnage de log ′k en fonction du log Koc des composés de référence sélectionnés.

′k =
to

tot -R
[4]

où :

tR = temps de rétention de la substance d'essai et de la substance de référence dans la colonne de
CLHP (minutes)

tO = temps de rétention nul de la CLHP (minutes) (voir au paragraphe 27)

14. Poe : le coefficient de partage ocatnol/eau est défini comme le rapport des concentrations d'une
substance dissoute dans l'octanol et dans l'eau ; il n'a pas de dimension.

)K(
Ceau

oltanCoc
Pow ow== [5]

CRITÈRES DE QUALITÉ

Précision

15. Normalement, le coefficient d'adsorption d'une substance d'essai peut être estimé à ± 0,5 unités
logarithmiques près de la valeur déterminée par la méthode des équilibres successifs (voir tableau 1 en annexe). Il
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est possible d'atteindre une plus grande précision avec des substances de référence qui présentent une structure
analogue à celle de la substance d'essai.

Répétabilité

16. Les essais devraient être répétés au moins deux fois. Les valeurs de log Koc calculées à partir des
résultats expérimentaux devraient être comprises dans un intervalle de 0,25.

Reproductibilité

17. L'expérience acquise jusqu'à présent par l'application de la méthode étaye sa validité. La méthode par
CLHP a été expérimentée sur 48 substances, en majorité des pesticides, pour lesquelles on disposait de valeurs
fiables de Koc sur les sols, avec un coefficient de corrélation R = 0,95 (11) (12).

18. Un essai de comparaison a été conduit par 11 laboratoires afin d'améliorer et de valider cette méthode
(13). Les résultats sont reproduits au tableau 2 de l'annexe.

INFORMATIONS SUR LA SUBSTANCE D'ESSAI

19. Il conviendrait de connaître sa formule développée, sa pureté et sa constante de dissociation (le cas
échéant) avant d'utiliser la méthode, et il est par ailleurs utile de disposer d’informations sur sa solubilité dans
l'eau et les solvants organiques, sur son coefficient de partage ocatnol/eau et sur les caractéristiques de
l'hydrolyse.

SUBSTANCES DE RÉFÉRENCE

20. On tracera la courbe d'étalonnage de log Koc en fonction de log k' afin d'établir la corrélation entre les
résultats expérimentaux de la rétention de la substance d'essai lors de la CLHP et son coefficient d'adsorption Koc.
Il faudrait utiliser au minimum six points de référence, dont au moins un supérieur et un inférieur à la valeur
supposée de la substance d'essai. L'emploi de substances de référence qui présentent une structure analogue à
celle de la substance d'essai améliorera sensiblement la précision de la méthode. En l'absence de ces données, il
appartiendra à l'expérimentateur de sélectionner les substances d'étalonnage appropriées. Dans ce cas, il choisira
un ensemble plus général de substances présentant une hétérogénéité de structure. Les substances et les valeurs
de Koc pouvant être utilisées sont citées en annexe, au tableau 1 pour les boues d'épuration et au tableau 3 pour les
sols. Il y a lieu de justifier la sélection d'autres substances d'étalonnage.

DESCRIPTION DE LA MÉTHODE

Estimation préliminaire du coefficient d'adsorption

21. Le coefficient de partage ocatnol/eau Poe (=Koe) et, dans une certaine mesure, la solubilité dans l'eau
peuvent servir d'indicateurs du degré d'adsorption, en particulier pour les substances non ionisées, et donc être
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utilisés pour déterminer l'ordre de grandeur qui sera couvert par l'étude. Toute une série de corrélations utiles
concernant plusieurs classes de produits chimiques ont été publiées (1)(2)(3)(4)(5)(6)(7).

Appareils

22. Un chromatographe en phase liquide équipé d'une pompe sans pulsations et d'un dispositif de détection
approprié est indispensable. On recommande d'utiliser une valve d'injection munie d'une boucle d'injection. On
emploiera des résines de cyanopropyle fixées par liaison chimique à une matrice de silice, vendues dans le
commerce (Hypersil et Zorbax CN, par exemple). Une précolonne du même matériau peut être insérée entre le
système d'injection et la colonne d'analyse. L'efficacité de séparation des colonnes est susceptible de varier
considérablement d'un fournisseur à l'autre. À titre indicatif, il faudrait atteindre les facteurs de capacité k'
suivants : log k' > 0,0 pour log Koc = 3,0 et log k' > -0,4 pour log Koc = 2,0 lorsqu'on utilise une phase mobile
méthanol/eau 55/45 pour cent.

Phases mobiles

23. Après une série d'essais de phases mobiles, on recommande les deux suivantes :

- méthanol/eau (55/45 pour cent v/v)
- méthanol/tampon citrate 0,01M à pH 6,0 (55/45 pour cent v/v)

Le solvant d'élution est préparé à partir de méthanol de qualité CLHP et d'eau distillée ou d'un tampon citrate. Le
mélange est dégazé avant son utilisation. Il convient d'effectuer une élution isocratique. Si les mélanges
méthanol/eau sont contre-indiqués, d'autres mélanges solvant organique/eau peuvent être essayés, par exemple :
éthanol/eau ou acétonitrile/eau. Pour les composés ionisables, on préconise d'utiliser une solution tampon afin de
stabiliser le pH. Il faut veiller à éviter que les sels ne précipitent ou que la colonne ne se détériore, ce qui risque
de se produire avec certains mélanges phase organique/tampon.

24. On se gardera d'utiliser des additifs tels que des réactifs à paires d'ions, car ils risquent d'affecter les
propriétés sorbantes de la phase stationnaire. Etant donné que des changements de cette nature dans la phase
stationnaire risquent d'être irréversibles, il est impératif de conduire sur des colonnes séparées les essais qui
comportent des additifs.

Solutés

25. Il conviendrait que les substances d'essai et de référence soient dissoutes dans la phase mobile.

CONDUITE DE L'ESSAI

Conditions expérimentales

26. On relèvera la température au moment des mesures. Il est fortement recommandé d'utiliser une colonne
thermostatée afin de garantir des conditions constantes pendant les cycles d'étalonnage et d'estimation et la
mesure de la substance d'essai.
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Détermination du temps de rétention nul

27. Le temps de rétention nul peut être déterminé par deux méthodes différentes (voir aussi paragraphe 13).

Détermination du temps de rétention nul t0 par les séries homologues

28. Cette procédure permet d’obtenir des valeurs fiables et normalisées de to. Pour les détails, prière de se
reporter à la Ligne directrice 117 de l'OCDE : “Coefficient de partage (n-octanol/eau), méthode par
chromatographie en phase liquide à haute performance (CLHP)” (10).

Détermination du temps de rétention nul t0 par des substances inertes qui ne sont pas retenues sur la
colonne

29. Cette technique repose sur l'injection de solutions de formamide, d'urée ou de nitrate de sodium. Il
convient de répéter les mesures au moins deux fois.

Détermination des temps de rétention tR

30. Les substances de référence devraient être choisies conformément aux indications du paragraphe 20.
Pour déterminer leurs temps de rétention, on peut les injecter sous la forme d'un étalon composite, à condition
d'avoir vérifié que le temps de rétention de chaque étalon de référence n'est pas influencé par la présence des
autres étalons de référence. Il faudrait procéder à un étalonnage à intervalles réguliers, au moins deux fois par
jour, pour tenir compte de variations imprévues du fonctionnement de la colonne. Il est préférable d'injecter les
étalons avant et après la substance d'essai pour s'assurer que les temps de rétention n'ont pas évolué. On injecte
les substances d'essai séparément en quantités aussi faibles que possible (afin d'éviter une surcharge de la
colonne), puis on détermine leurs temps de rétention.

Évaluation

31. Les facteurs de capacité k' sont calculés sur la base du temps zéro to et des temps de rétention tR des
substances de référence sélectionnées, selon l'équation 4 (voir paragraphe 13). Les valeurs de log k' des
substances de référence sont ensuite portées sur un graphique en fonction de leur log Koc tiré des essais par
équilibres successifs et reproduit aux tableaux 1 et 3 de l'annexe. À l'aide de cette courbe, on calcule le log Koc

d'une substance d'essai à partir de son log k'. Si les résultats expérimentaux montrent que le log Koc de la
substance d'essai sort de l'intervalle de valeurs couvert par l'étalonnage, il y a lieu de recommencer l'essai en
employant d'autres substances de référence plus appropriées.

RÉSULTATS ET RAPPORT

32. Le rapport doit comporter les informations suivantes :

- identité, pureté et, le cas échéant, pKa des substances d'essai et de référence ;
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- description du matériel et des conditions expérimentales, par exemple : type et dimension de la
colonne d'analyse et de la précolonne, dispositif de détection, phase mobile (rapport des
composants et pH), gamme de températures pendant les mesures ;

- temps zéro et méthode appliquée pour le déterminer ;
- quantités de substances d'essai et de référence introduites dans la colonne ;
- temps de rétention des composés de référence employés pour l'étalonnage ;
- détails de la courbe de régression ajustée (log k' en fonction de log Koc) et représentation graphique

de cette courbe ;
- valeurs moyennes de la rétention et estimation du log Koc de la substance d'essai ;
- chromatogrammes.
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ANNEXE

Tableau 1

Comparaison entre les valeurs de Koc pour les sols et les boues d'épuration,
et les valeurs calculées selon la méthode par CLHP1,2

Substance
Numéro
du CAS

log Koc

pour les
boues
d'épura
-tion

log
Koc

par
CLHP

∆∆∆∆ log
Koc

pour
les
sols

log
Koc

par
CLHP

∆∆∆∆

Atrazine 1912-24-9 1,66 2,14 0,48 1,81 2,20 0,39
Linuron 330-55-2 2,43 2,96 0,53 2,59 2,89 0,30
Fenthion 55-38-9 3,75 3,58 0,17 3,31 3,40 0,09
Monuron 150-68-5 1,46 2,21 0,75 1,99 2,26 0,27
Phénanthrène 85-01-8 4,35 3,72 0,63 4,09 3,52 0,57
Benzoate de phényle 93-99-2 3,26 3,03 0,23 2,87 2,94 0,07
Benzamide 55-21-0 1,60 1,00 0,60 1,26 1,25 0,01
4-Nitrobenzamide 619-80-7 1,52 1,49 0,03 1,93 1,66 0,27
Acétanilide 103-84-4 1,52 1,53 0,01 1,26 1,69 0,08
Aniline 62-53-3 1,74 1,47 0,27 2,07 1,64 0,43
2,5-Dichloroaniline 95-82-9 2,45 2,59 0,14 2,55 2,58 0,03

1 W. Kördel, D. Hennecke, M. Herrmann (1997). Application of the HPLC-screening method for the
determination of the adsorption coefficient on sewage boues. Chemosphere, 35 (1/2), 121-128.

2 W. Kördel, D. Hennecke, C. Franke (1997). Determination of the adsorption-coefficients of organic
substances on sewage boues. Chemosphere, 35 (1/2), 107–119.

Tableau 2

Résultats d'un essai comparatif conduit par 11 laboratoires en vue d’améliorer et
de valider la méthode par CLHP1

Substance Numéro du log Koc Koc log Koc

CAS [OCDE 106] [méthode par CLHP]
Atrazine 1912-24-9 1,81 78 ± 16 1,89
Monuron 150-68-5 1,99 100 ± 8 2,00
Triapenthénol 77608-88-3 2,37 292 ± 58 2,47
Linuron 330-55-2 2,59 465 ± 62 2,67
Fenthion 55-38-9 3,31 2062 ± 648 3,31

1 W. Kördel, G. Kotthoff, J. Müller (1995). HPLC-screening method for the determination of the
adsorption coefficient on sol - results of a ring test. Chemosphere, 30 (7), 1373-1384
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Tableau 3

Substances de référence recommandées pour la sélection par CLHP,
d'après des données relatives à l'adsorption sur le sol.

Substances de référence Numéro du
CAS

Valeurs moyennes
de log Koc

obtenues par
équilibres
successifs

Nombre de
résultats
pour le Koc

Écart-
type du
log

source

Acétanilide 103-84-4 1,25 4 0,48 a
Phénol 108-95-2 1,32 4 0,70 a
2-Nitrobenzamide 610-15-1 1,45 3 0,90 b
N,N-diméthylbenzamide 611-74-5 1,52 2 0,45 a
4-Méthylbenzamide 619-55-6 1,78 3 1 76 a
Benzoate de méthyle 93-58-3 1,80 4 1,08 a
Atrazine 1912-24-9 1,81 3 1,08 c
Isoproturon 34123-59-6 1,86 5 1,53 c
3-Nitrobenzamide 645-09-0 1,95 3 1,31 b
Aniline 62-53-3 2,07 4 1,73 a
3,5-Dinitrobenzamide 121-81-3 2,31 3 1,27 b
Carbendazime 10605-21-7 2,35 3 1,37 c
Triadiménol 55219-65-3 2,40 3 1,85 c
Triazoxyde 72459-58-6 2,44 3 1,66 c
Triazophos 24017-47-8 2,55 3 1,78 c
Linuron 330-55-2 2,59 3 1,97 c
Naphthalène 91-20-3 2,75 4 2,20 a
Endosulfan-diol 2157-19-9 3,02 5 2,29 c
Mercaptodiméthur 2032-65-7 3,10 4 2,39 c
Acid Yellow 219 63405-85-6 3,16 4 2,83 a
1,2,3-Trichlorobenzène 87-61-6 3,16 4 1,40 a
γ-hexachlorocyclohexane 58-89-9 3,23 5 2,94 a
Fenthion 55-38-9 3,31 3 2,49 c
Direct Red 81 2610-11-9 3,43 4 2,68 a
Pyrazophos 13457-18-6 3,65 3 2,70 c
α-Endosulfan 959-98-8 4,09 5 3,74 c
Diclofop-méthyle 51338-27-3 4,20 3 3,77 c
Phénanthrène 85-01-8 4,09 4 3,83 a
Basic Blue 41 (mix) 26850-47-5

12270-13-2
4,89 4 4,46 a

DDT 50-29-3 5,63 1 - b
/a/ W. Kördel, J. Müller (1994). Bestimmung des Adsorptionskoeffizienten organischer Chemikalien

mit der HPLC. UBA R & D Report No. 106 01 044 (1994).
/b/ B.V. Oepen, W. Kördel, W. Klein. (1991). Chemosphere, 22, 285-304.
/c/ Données fournies par l'industrie.


