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LIGNESDIRECTRICESDE L'OCDE POUR LESESSAISDE
PRODUITS CHIMIQUES

Minéralisation aérobie dansles eaux superficielles
Essai de simulation de la biodégradation

INTRODUCTION

1 Cet essal est destiné & mesurer la biodégradation en fonction du temps d'une substance d'essai
présente en faible concentration dans une eau naturelle aérobie et a quantifier les observations sous la
forme d'expressions cinétiques. Cet de smulation, réalisé en laboratoire avec des lots de flacons
agités, sert a déterminer les vitesses de biodégradation aérobie de substances organiques dans des
échantillons d'eaux naturelles de surface (douces, saumétres ou marines). Il Sappuie sur la norme
ISO/DIS 14592-1 (1) et reprend des él éments des Lignes directrices 307 et 308 de I'OCDE (2)(3). Si I'essai
dure longtemps, le procédé en lots peut étre remplacé par un processus semi-continu, afin de prévenir la
détérioration du microcosme expérimental. L'essal de simulation vise principalement a déterminer la
minéralisation de la substance d'essai dans les eaux de surface, minéralisation qui forme la base de
I'expression cinétique de la dégradation. Néanmoins, |'essai permet aussi, si on le souhaite, d'obtenir des
renseignements sur la dégradation primaire et la formation des principaux produits de transformation.
L'identification des produits de transformation et, s possible, la quantification de leurs concentrations, sont
particuliérement importantes pour les substances qui se minéralisent trés lentement (par exemple dont la
demi-vie du *C résiduel total dépasse 60 jours). L 'identification et la quantification des principaux produits
de transformation réclament normalement des concentrations plus élevées de la substance d'essai (par
exemple >100 pg/l), en raison des limites anal ytiques.

2. Dans cet essai, on entend par faible concentration (par exemple inférieure a 1 pg/l-100 pg/l), une
concentration sufﬂ&amment faible pour que la cinétique de biodégradation obtenue au cours de |'essai
reflete les cinétiques que I'on sattend a trouver dans I'environnement. Comparée a la masse totale des
substrats carbonés biodégradabl es présents dans I'eau naturelle utilisée pour I'essai, la substance d'essal en
faible concentration servira de substrat secondaire. Cela implique que la cinétique de biodégradation
attendue soit de premier ordre (cinétique de «non-croissance») et que la substance d'essai puisse étre
dégradée par «cométabolisme». Une cinétique de premier ordre signifie que la vitesse de dégradation
(mg/l/jour) est proportionnelle a la concentration du substrat qui diminue au cours du temps. Avec une
véritable cinétique de premier ordre, la constante spécifique de la vitesse de dégradation, k, est
indépendante du temps et de la concentration. Autrement dit, k ne varie pas sensiblement au cours d'une
expérience et ne se modifie pas avec l'augmentation de la concentration entre les expériences. Par
définition, la constante spécifique de la vitesse de dégradation est égale au changement relatif de
concentration par unité de temps: k = (1/C) - (dC/dt). Bien quil faille normalement sattendre a une
cinétigue de premier ordre dans les conditions prescrites, il se peut que d'autres cinétiques soient plus
appropriées dans certaines circonstances. Des écarts a la cinétique de premier ordre peuvent sobserver s,
par exemple, un phénomeéne de transfert de masse, tel que la vitesse de diffusion, plutét que la vitesse de
réaction biologique, freine la biotransformation. Cependant, les résultats peuvent presque toujours étre
décrits par une pseudo-cinétique de premier ordre acceptant une constante de vitesse dépendante de la
concentration.
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3. Avant d'entamer I'essai, il faudrait disposer dinformations sur |a biodégradabilité de la substance
d'essai aux concentrations supérieures (tirées, par exemple, d'essais préliminaires standard) et de données
sur la dégradabilité abiotique, les produits de transformation et les propriétés physico-chimiques
pertinentes, afin de mieux planifier I'essai et d'interpréter les résultats. L'utilisation de substances d'essai
marquées au *C et la détermination de la répartition du “C entre les phases alafin de I'essai permettent de
déterminer la biodégradabilité finale. S on utilise une substance d'essai non marquée, la biodégradation
finale ne peut étre estimée que si une concentration supérieure est mise a l'essal et s tous les principaux
produits de transformation sont connus.

4, Les définitions et les unités employées figurent al'Annexe 1.

PRINCIPE GENERAL DE L'ESSAI

5. On conduit I'essai par lots, en incubant la substance d'essai dans I'eau superficielle uniquement
(«essal pélagique»), ou dans I'eau superficielle enrichie d'une suspension de solides/sédiments de 0,01 a
1 g/l de poids sec («essai en suspension de sédiments») pour simuler un plan d'eau contenant des solides en
suspension ou des sédiments resuspendus. La plupart des eaux supeficielles renferment des
soli des/sédiments en suspension a une concentration correspondant aux valeurs inférieures de cette gamme.
Les flacons d'essai sont incubés dans I'obscurité alatempérature de I'environnement étudié, en aérobiose et
sous agitation. Il faut utiliser au moins deux concentrations différentes de la substance d'essai pour
déterminer la cinétique de dégradation. Les concentrations devraient étre espacées d'un facteur de 5 a 10 et
représenter la gamme de concentrations supposée régner dans I'environnement. La concentration maximale
de la substance d'essai ne devrait pas excéder 100 ug/l, maisil est préférable d'appliquer des concentrations
maximales inférieures a 10 pug/l pour sassurer que la biodégradation obéit a une cinétique de premier
ordre. La concentration la plus faible ne devrait pas dépasser 10 ug/l, mais il vaut mieux choisir une
concentration minimale de 1 a 2ug/l ou inférieure & 1 pug/l. Une concentration aussi faible peut
normalement étre correctement analysée avec des substances marquées au **C vendues dans le commerce.
Compte tenu des limites analytiques, il est souvent impossible de mesurer la concentration de la substance
d'essai avec la précision requise, S cette substance est appliquée a une concentration <100 pg/l (voir
paragraphe 15). Des concentrations plus é evées de la substance d'essai (>100 pg/l et quelquefois >1 mg/l)
peuvent étre utilisées pour I'identification et la quantification des principaux produits de transformation, ou
sil n'existe pas de méhode d'analyse spécifique pourvue d'un seuil de détection bas. En testant des
concentrations é evées de la substance d'essai, on risque de ne pas pouvoir utiliser les résultats pour estimer
la constante de dégradation de premier ordre et la demi-vie, car la dégradation n'obéira probablement pas a
une cinétique de premier ordre.

6. La dégradation est suivie, & des intervalles de temps appropriés, par la mesure du **C résiduel ou
de la concentration résiduelle de la substance d'essai lorsqu'on utilise une méthode spécifique d'analyse
chimique. Le marquage au **C de la partie la plus stable de la molécule permet de déterminer la
minéralisation totale, tandis que le marquage au **C d'une partie moins stable de la molécule, ainsi que le
recours a une analyse spécifique, ne permettra d'évaluer que la biodégradation primaire. Néanmoins, la
partie la plus stable n'inclut pas nécessairement le groupement fonctionnel pertinent de la molécule (qui
peut lui conférer une propriété particuliére, telle que latoxicité, la bioaccumulation, etc.). Si c'est le cas, il
peut étre utile dutiliser une substance d'essai, marquée au **C, dans le groupement fonctionnel, afin de
suivre I'dimination de |a propriété particuliére.

APPLICABILITE DE L'ESSAI

7. Cet essa de simulation sapplique aux substances organiques non volatiles ou légerement
volatiles testées a de faibles concentrations. Si I'on utilise des flacons ouverts a I'atmosphere (par exemple
fermés par des tampons d'ouate), les substances dont les constantes de Henry sont inférieures a environ
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1 Pa' m¥mol (approximativement 10° atm m*/mol) peuvent ére considérées comme non volatiles en
pratique. En utilisant des flacons fermés pourvus d'un espace libre au-dessus du liquide, il est possible de
mettre & I'essai des substances |égérement volatiles (avec des constantes de Henry <100 Pa" m*/mol ou
<10® atm " m*mol) sans que le systéme expérimental ne fuie. Des pertes de substances marquées au *C
peuvent se produire, si les précautions requises ne sont pas prises, lors de I'extraction du CO,. Dans ces
situations, il peut étre nécessaire de piéger le CO, dans un absorbeur interne renfermant un produit acalin
ou d'utiliser un dispositif externe d'absorption du CO, (déermination directe du **CO, : voir Annexe 4).
Pour la détermination de la cinétigue de biodégradation, les concentrations de la substance d'essai doivent
étre inférieures & sa solubilité dans I'eau. Remarquons, toutefois, que les valeurs d'hydrosolubilité
mentionnées dans les publications peuvent dépasser de beaucoup la solubilité de la substance d'essai dans
les eaux naturdles. Il est possible, le cas échéant, d'éablir la solubilité des substances d'essai
particuliérement peu solubles dans I'eau en utilisant les eaux naturelles mises al'essai.

8. La méthode permet de simuler la biodégradation dans des eaux superficielles exemptes de
particules grossiéres («essai pélagique») ou dans des eaux superficielles troubles, comme celles qui
peuvent se trouver a proximité d'une interface eau-sédiments («essai en suspension de sediments»).

INFORMATIONS SUR LA SUBSTANCE D’ESSAI

9. Cet essai convient aussi bien aux substances radiomarquées que non marquées. Le marquage
recommandé est celui au *C et devrait normalement seffectuer sur la ou les parties les plus stables de la
molécule (voir au paragraphe 6). Pour les substances renfermant plus d'un cycle aromatique, il est
préférable de marquer un ou plusieurs atomes de carbone de chague cycle. En outre, il est préférable de
marquer au **C un ou plusieurs atomes de carbone situés de part et d'autre d'une liaison chimique
facilement dégradable. La pureté chimique et/ou radiochimique de la substance d'essai devrait étre
supérieure a 95%. Sagissant des substances radiomarquées, une activité spécifique d'au moins quelque
50 uCi/mg (1,85 MBq) est préférable pour faciliter la mesure du *C dans les essais conduits avec de
faibles concentrationsinitiales. Les informations suivantes sur la substance d'essai devraient étre connues :

- solubilité dans|'eau [Ligne directrice 105 de I'OCDE] (4) ;

- solubilité dans un ou plusieurs solvants organiques (substances appliquées avec un solvant ou
peu solubles dans I'eau) ;

- constante de dissociation (pKa) s la substance est sujette ala protonation ou a la déprotonation
[Ligne directrice 112 de I'OCDE] (4) ;

- pression de vapeur [Ligne directrice 104 de I'OCDE] (4) et constante de Henry ;

- stahilité chimique dans I'eau et dans I'obscurité (hydrolyse) [Ligne directrice 111 de I'OCDE]

(4.

Si des substances peu solubles dans I'eau sont mises a l'essai dans de I'eau de mer, il peut aussi étre utile de
connaitre la constante de désalination (ou «constante de Setschenow») K® définie par I'expression
suivante : log (S/S) = K®. Cy,, ol Set S représentent respectivement la solubilité de |a substance dans |'eau
douce et dans I'eau de mer, et C, la concentration molaire des sels.

10. S l'essal est un «essai en suspension de sédiments», on devrait également disposer des
informations suivantes :

- coefficient de partage n-octanol/eau [Lignes directrices 107, 117 de I'OCDE] (4) ;
- coefficient d'adsorption [Ligne directrice 106 de I'OCDE] (4).

11. Parmi |es autres renseignements utiles, citons:

- laconcentration dansla nature, si €lle est connue ou estimée ;
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- la toxicité de la substance d'essai a I'égard des microorganismes [Ligne directrice 209 de
I'OCDE] ;

- labiodégradabilité immédiate et/ou intrinségque [Lignes directrices 301, 302 de I'OCDE] ;

- labiodégradabilité aérobie ou anaérobie dans le sol et |es études de transformation sédiment/eau
[Lignes directrices 307, 308 de I'OCDE].

SUBSTANCE DE REFERENCE

12. Il convient d'utiliser une substance de référence qui, normalement, se dégrade facilement en
aérobiose (aniline ou benzoate de sodium, par exemple). La dégradation de I'aniline et du benzoate de
sodium prend généralement moins de deux semaines. L'emploi de substances de référence sert a vérifier
gue l'activité microbienne de I'eau d'essai se situe dans une certaine gamme, autrement dit, que |'eau
renferme une flore microbienne active.

CRITERESDE QUALITE

Récupération
13. Immédiatement aprés |'gjout de la substance d'essai, chaque concentration expérimentale initiale

devrait étre vérifiée par une mesure de I'activité du “C, ou par des analyses chimiques sil sagit de
substances non marquées, dans au moins deux échantillons. Cette mesure nous renseigne sur |'applicabilité
et la répétabilité de la méthode d'analyse et sur I'nomogénéité de la répartition de la substance d'essai.
Normalement, on utilise I'activité du **C initiale mesurée, équivalant & la concentration de la substance
d'essai, dans les analyses ultérieures des résultats plutét que la concentration nominale, ce qui compense les
pertes par sorption et les erreurs de dosage. Sagissant des substances d'essai marquées au “C, le taux de
récupération a la fin de I'expérience est fourni par le bilan massique (voir au paragraphe 39). Idéalement,
le bilan massique radiomarqué devrait se situer entre 90% et 110%, tandis que la méthode d'analyse devrait
donner un taux de récupération initial compris entre 70% et 110% pour les substances d'essai non
marquées. Ces intervalles sont donnés a titre indicatif et ne devraient pas servir de critéres d'acceptation
pour I'essai. On peut, si on le souhaite, déterminer |'exactitude de la méthode d'analyse pour la substance
dessai & une concentration inférieure a la concentration initiale et pour les principaux produits de
transformation.

Répétabilité et sensibilité dela méthode analytique

14. La répétabilité de la méthode anaytique (notamment de I'efficacité de I'extraction initiale) pour
quantifier la substance d'essai, et les produits de transformation le cas échéant, devrait étre vérifiée par cing
analyses identiques d'extraits de I'eau superficielle.

15. Le seuil de détection de la méthode analytique pour la substance d'essai et les produits de
transformation devrait, si possible, atteindre au moins 1% de la quantité introduite initialement dans le
systéme expérimental. La limite de quantification devrait étre inférieure ou égale a 10% de la concentration
appliquée. Les analyses chimiques de nombreuses substances organiques et de leurs produits de
transformation exigent souvent des concentrations relativement élevées de la substance d'essai, a savoir
>100 ug/l.
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DESCRIPTION DE LA METHODE D'ESSAI

Matériel

16. L'essai peut étre conduit dans des flacons cylindriques ou coniques d'une capacité adéquate (0,5
ou 1,0 litre, par exemple), fermés par des bouchons en silicone ou en caoutchouc, ou dans des bouteilles &
sérum munies de couvercles étanches au CO, (avec des bouchons cloisonnés, septa, en caoutchouc
butylique, par exemple). Une autre possibilité consiste a pratiquer I'essai avec plusieurs flacons et a
prélever des flacons entiers (au moins deux identiques) a chaque intervalle de préévement (voir
paragraphe 30). Pour les substances d'essai non volatiles et non radiomarquées, il n'est pas nécessaire
d'employer des bouchons ou des couvercles étanches aux gaz; des tampons d'ouate empéchant la
contamination par l'air suffisent (voir paragraphe 29). Les substances |égérement volatiles devraient étre
testées dans un systéme de type biomeétre fournissant une agitation douce a la surface de I'eau. Si I'on veut
étre sir d'empécher toute contamination bactérienne, on peut éventuellement stériliser les récipients en les
chauffant ou en les autoclavant avant I'emploi. En outre, les instruments courants de laboratoire suivants
sont nécessaires :

- une table tournante ou des agitateurs magnétiques pour agiter en continu les flacons
expérimentaux ;

- une centrifugeuse ;

- unpH-métre;

- un turbidimetre pour les mesures néphélométriques de la turbidité ;

- un four ou un four a micro-ondes pour les déterminations pondérales ;

- un appareil de filtration amembrane ;

- unautoclave ou un four pour stériliser laverrerie;

- instruments permettant de manipuler les substances marquées au **C ;

- appareil permettant de quantifier I'activité du **C dans des échantillons de solutions piégeant le
CO; €, s nécessaire, dans des échantillons de sédiment ;

- instruments anaytiques pour doser la substance d'essai (et de référence) s I'on pratique une
analyse chimique spécifique (chromatographie en phase gazeuse, en phase liquide a haute
pression, par exemple).

Solutions mér es de la substance d' essai

17. L es solutions méres de la substance d'essai et de la substance de référence sont préparées avec de
I'eau désionisée (voir aussi au paragraphe 22). L'eau désionisée devrait étre exempte de substances
susceptibles d'étre toxiques pour les microorganismes et la teneur en carbone organique dissous (COD) ne
devrait pas dépasser 1 mg/l (5).

Prélévement et transport del'eau de surface

18. Quelle que soit la situation, e site de prélévement de I'eau superficielle sera choisi en fonction de
la finalité de I'essai. Il faut se renseigner sur le déversement antérieur d'éventuels effluents agricoles,
industriels ou domestiques et en tenir compte dans la sélection du site. Sil Savére qu'un milieu aguatique a
été contaminé par la substance d'essai ou I'un de ses analogues de structure au cours des quatre dernieres
années, I'eau d'essai ne doit pas y étre prélevée, & moins que |'expérimentateur n'étudie précisément la
vitesse de dégradation dans des sites précédemment exposés. Le pH et la température de I'eau sont a
mesurer sur le lieu de préévement. On notera également la profondeur de prélévement et I'aspect de
I'échantillon d'eau (couleur et turbidité, par exemple) (voir paragraphe 53). Il faut mesurer la concentration
d'oxygene et/ou le potentiel redox dans I'eau et dans la couche superficielle du sédiment afin de démontrer
I'aérobiose, sauf s cette condition est patente a en juger par I'apparence et une connaissance préalable du
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site. L'eau superficielle doit étre transportée dans un récipient trés bien nettoyé. Durant le transport, la
température de I'échantillon n'excédera guére la température appliquée dans I'essai. Le refroidissement a
4°C est recommandé si le transport dure plus de 2 ou 3 heures. || ne faut pas congeler |'échantillon d'eau.

Stockage et prépar ation del'eau superficielle

19. Il est préférable de commencer I'essai, au plus tard le lendemain du prélévement de I'échantillon.
Le cas échéant, le stockage de I'eau sera réduit au minimum et n'excédera en aucun cas 4 semaines.
L'échantillon d'eau devrait étre conservé a 4°C, sous aération, jusgu'a son utilisation. Les particules
grossiéres devront ére éliminées de I'échantillon d'eau avant son utilisation, par exemple par filtration a
travers une toile de nylon dont les mailles mesurent quelque 100 um ou un papier filtre grossier ou par
sedimentation.

Préparation del'eau additionnée de sédiment (facultatif)

20. Pour I'essai en suspension de sédiment, on goute le sédiment superficiel aux flacons contenant
I'eau naturelle (filtrée pour étre exempte de particules grossiéres, comme décrit au paragraphe 19), afin
d'obtenir une suspension ; la concentration des solides suspendus devrait étre comprise entre 0,01 et 1 g/l.
Le sédiment superficiel devrait provenir du méme site que I'échantillon d'eau. Suivant les particularités du
milieu aguatique, le sédiment superficiel peut se caractériser soit par une teneur élevée en carbone
organique (2,5-7,5%) et une texture fine, soit par une faible teneur en carbone organique (0,5-2,5%) et une
texture grossiere (2). Le sédiment superficiel peut étre préparé de la fagon suivante : extraire plusieurs
carottes de sédiment au moyen de tubes en plastique transparent, découper les tranches contenant les
couches supérieures aérobies (a une profondeur maximale de 5 mm a partir de la surface), immédiatement
apres le prélévement, et les réunir. L'échantillon de sédiment ains obtenu devrait étre transporté dans un
récipient muni d'un vaste espace libre au-dessus du contenu, de fagcon a maintenir le sédiment en aérobiose
(refroidir & 4°C si le transport dure plus de 2 a 3 heures). L'échantillon de sédiment devrait étre suspendu
dans I'eau d'essai dans une proportion de 1/10 et conservé a 4°C sous aération jusqu'a son utilisation. Le
cas échéant, |e stockage du sédiment sera réduit au minimum et n'excédera en aucun cas 4 semaines.

Procédé semi-continu (facultatif)

21. Il peut savérer nécessaire de prolonger l'incubation (de plusieurs mois) s une dégradation
sensible de la substance d'essai ne peut ére mesurée qu'aprés une longue période de latence. Si un essal
antérieur a révélé que tel était le cas de la substance dessai, l'essai peut débuter par un procédé
semi-continu, consistant dans le renouvellement périodique d'une partie de I'eau ou de la suspension d'essai
(voir Annexe 3). Par ailleurs, I'essai hormal par lots peut étre converti en semi-continu, Si aucune
dégradation de la substance d'essai n'est observée aprés une soixantaine de jours d'essai (voir au

paragraphe 27).

Ajout dela substance d'essai (ou der éfér ence)

22. Pour les substances dont I'hydrosolubilité est élevée (>1 mg/l) et la volatilité faible (constante de
Henry <1 Pa- m*mol ou <10® atm - m*/mol), la solution mére peut étre préparée dans de |'eau désionisée
(voir paragraphe 17) : on verse le volume nécessaire de solution mére dans les récipients expérimentatix
pour obtenir la concentration voulue. Le volume de solution mére gjouté ne devrait pas excéder le
minimum pratique (<10% du volume de liquide final, si possible). Un autre procédé consiste a dissoudre la
substance d'essai dans un plus grand volume d'eau d'essai, au lieu de recourir a des solvants organiques, par
exemple.
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23. Sil est impossible de procéder autrement, les solutions méres de substances non volatiles et peu
solubles dans |'eau sont préparées al'aide d'un solvant organique volatil, mais la quantité de solvant g outée
au systeme expérimental ne doit pas dépasser 1% v/v, ni nuire a l'activité microbienne. Le solvant ne
devrait pas affecter la stahilité de la substance d'essai dans |'eau. On enléve le solvant jusgu'a ce qu'il n'en
subsiste qu'une gquantité extrémement faible, de fagcon a ce quil n‘augmente pas sensiblement la teneur en
COD de I'eau ou de la suspension d'essai. Ce point est a vérifier par une analyse de la substance d'essai ou,
s possible, du COD (5). On veillera a limiter la quantité de solvant transférée au strict minimum pour
dissoudre la quantité de substance d'essai dans le volume final d'eau d'essai. D'autres techniques permettant
d'introduire la substance d'essai dans |es récipients expérimentaux peuvent étre utilisées, comme cela a été
décrit dans les références (6) et (7). Lorsqu'on utilise un solvant organique pour appliquer la substance
d'essai, les témoins au solvant contenant |'eau d'essal (sans aucun gjout) et |'eau d'essai additionnée de la
substance de référence devraient étre traités de la méme maniére que les récipients expérimentaLix
renfermant la substance d'essai véhiculée par le solvant. Les témoins au solvant servent a mettre en
évidence d'éventuels effets nocifs de ce dernier pour la flore microbienne, d'aprés la dégradation de la
substance de référence.

Conditions expérimentales

Température

24, L'incubation devrait avoir lieu dans I'obscurité (de préférence) ou sous une lumiére diffuse, a une
température réglée (+2°C), qui peut étre la température relevée sur le site ou une température standard de
20-25°C. Latempérature du site peut étre la température de |I'échantillon au moment du prélévement ou une
température moyenne du site de prélévement.

Agitation

25. Il convient de fournir une agitation continue, afin de maintenir les particules et les
microorganismes en suspension. L'agitation facilite également le transfert d'oxygéne de I'espace libre situé
au-dessus du liquide vers le liquide, ce qui permet de maintenir correctement I'aérobiose. Les flacons sont
placés sur une table tournante (agitation d'environ 100 rpm) ou munis d'agitateurs magnétiques. L'agitation
doit étre continue, mais aussi douce que possible, de fagcon a maintenir I'homogénéité de la suspension.

Duréedel'essai

26. L'essai ne devrait normalement pas dépasser 60 jours, a moins qu'on ait opté pour le procédé
semi-continu avec renouvellement périodique de la suspension expérimentale (voir paragraphe 2l et
Annexe 3). La durée de l'essai semi-continu peut-étre prolongée jusqu'a 90 jours au maximum, s la
dégradation de |a substance d'essai a débuté au cours des 60 premiers jours. La dégradation est mesurée a
une fréquence appropriée, d'aprés |'activité du *C résiduel ou du **CO, dégagé (voir paragraphes 35-39)
et/ou par analyse chimique (paragraphes 40-42). Le temps diincubation doit ére suffisasmment long pour
permettre d'évaluer le processus de dégradation. |l serait préférable que la dégradation excede 50% ; pour
les substances lentement dégradables, le degré de dégradation doit étre suffisant (normalement supérieur a
20%) pour permettre |'estimation d'une constante cinétique de la vitesse de dégradation.

27. Le pH et la concentration doxygéne sont a mesurer périodiquement dans le systéme
expérimental, & moins qu'une expérience acquise avec des essais identiques menés sur des échantillons
d'eau et de sédiments prélevés sur le méme site ne rende ces mesures superflues. Sous certaines conditions,
le métabolisme de substrats primaires présents a des concentrations bien plus élevées dans I'eau ou le
sédiment pourrait engendrer un dégagement de CO, et une diminution d'oxygéne tels quils modifieraient
sensiblement |es conditions expérimentales durant I'essai.
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MODE OPERATOIRE

Prépar ation des flacons destinés a |'essai péagique

28. On transfére un volume approprié d'au moins quelque 100 ml d'eau d'essai dans les flacons
expérimentaux, jusgua les remplir environ jusgu'au tiers. Si on utilise plusieurs flacons (de fagon a
prélever des flacons entiers a chaque moment de prélévement), le volume approprié d'eau d'essai Séleve
auss a environ 100 ml, les petits volumes risquant dinfluencer la longueur de la phase de latence. La
substance d'essai est gjoutée a partir d'une solution mére, comme décrit aux paragraphes 17, 22 et 23. 1
faudrait utiliser au moins deux concentrations de la substance d'essai, espacées d'un facteur de 5 a 10, pour
déterminer la cinétique de dégradation et calculer la constante cinétique de la vitesse de dégradation. Les
deux concentrations choisies devraient ére inférieures a 100 ug/l et de préférence comprises dans
I'intervalle 1-10 pg/l.

29. Les flacons sont fermés avec des bouchons ou des couvercles éanches al'air et au CO,. Pour les
substances d'essai non volatiles et non marquées au **C, des tampons d'ouate empéchant la contamination
par |'air suffisent (voir paragraphe 16), a condition gue les principaux produits de dégradation ne soient pas
connus pour étre volatils et de pratiquer une détermination indirecte du CO, (voir Annexe 4).

30. Les flacons sont incubés a la température choisie (voir paragraphe 24). Les échantillons destinés
a l'analyse chimique ou a la détermination du **C sont prélevés au début de I'essai (avant le début de la
biodégradation ; voir paragraphe 13), puis a une fréquence appropriée au cours de I'essai. Le prélevement
peut seffectuer par I'extraction de sous-échantillons (aliquotes de 5 ml, par exemple) de chague expérience
identique ou par la collecte de flacons entiers a chaque moment de prélévement. La minéralisation de la
substance d'essai se détermine directement ou indirectement (voir Annexe4). Habituelement, il est
nécessaire d'inclure au moins cing points de prélévement durant la phase de dégradation (apres lafin de la
phase de latence) pour estimer une constante de vitesse fiable, sauf si I'on peut justifier que trois points de
prélévement suffisent pour les substances rapidement dégradables. Les substances a dégradation lente se
prétent aisément a plus de mesures durant la phase de dégradation, si bien qu'il faut inclure plus de points
pour |'estimation de k. Il est impossible de prescrire un calendrier fixe pour les prélévements puisgue la
vitesse de biodégradation varie ; on recommande toutefois d'effectuer un prélévement par semaine s la
dégradation est lente. Si la substance d'essai se dégrade rapidement, les prél évements devraient avoir lieu
une fois par jour durant les trois premiers jours, puis tous les deux ou trois jours. Dans certaines
circonstances, notamment dans le cas de substances shydrolysant trés rapidement, il pourra étre nécessaire
de pratiquer un prélévement horaire. On recommande de conduire une étude préliminaire avant I'essai, afin
de déterminer le rythme de prélévement approprié. Si I'on doit conserver des échantillons en vue d'autres
analyses spécifiques, il est préférable de prélever plus d'échantillons et de sélectionner ensuite ceux a
analyser a la fin de I'expérience dans un ordre renversg, a savoir que les derniers échantillons seront
analysés en premier (le paragraphe 41 donne des conseils sur la fagon de préserver la stabilité des
échantillons durant | e stockage).

Nombr e de flacons et d'échantillons

3L Préparer suffisamment de flacons expérimentaux de facon a disposer de:

- flacons d'essai ; au moins deux flacons pour chague concentration de la substance d'essai (de
préférence au moins 3) ou une série de flacons d'essai pour chague concentration, si des flacons
entiers sont prélevés a chaque moment de prélévement (symbolisés par Fy) ;

- flacons dessai pour le calcul du bilan massique: au moins deux flacons pour chague
concentration expérimentale (symbolisés par Fy) ;
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- témoin sans substance d'essai : au moins un flacon ne contenant que I'eau d'essai (symbolisé par
Fe) ;

- témoins de référence : deux flacons contenant |a substance de référence (aniline ou benzoate de
sodium, par exemple, a 10 pg/l) (symbolisés par F¢). Le témoin de référence sert a confirmer
I'existence d'une activité microbienne minimale. Sil y a lieu, une substance de référence
radiomarquée peut étre utilisée, y compris lorsgue la dégradation de la substance d'essai est
suivie par des analyses chimiques ;

- témoin stérile; un ou deux flacons contenant de I'eau d'essai stérilisée pour vérifier 'existence
éventuelle d'une dégradation abiotique ou une dautre éimination non biologique de la
substance d'essai (symbolisé par Fs). L'activité biologique peut étre supprimée par autoclavage
(121°C; 20 min) de I'eau d'essai ou par gjout d'un toxique (par exemple : azoture de sodium
(NaNs) a 10-20 g/l, chlorure de mercure (HgCl,) a 100 mg/l ou formaline a 100 mg/l) ou par
irradiation gamma. Si I'on utilise du HgCl,, il faut I'@liminer comme un déchet toxique. Il est
difficile de stériliser une eau renfermant une grande quantité de sédiments gjoutés ; dans ce cas
un autoclavage répété est recommandé (par exemple trois fois). Il faut tenir compte du fait que
les caractéristiques de sorption du sédiment peuvent étre altérées par |'autoclavage.

- témoins au solvant contenant |'eau d'essai ains que |'eau d'essai et la substance de référence ;
des flacons en double exemplaire contenant |la méme quantité de solvant, appliquée de laméme
facon que la substance d'essai. Ces témoins servent a détecter une éventuelle nocivité du
solvant, d'aprés la dégradation de |la substance de référence.

32. En concevant |'essai, |'expérimentateur doit apprécier I'importance reative de I'augmentation du
nombre d'expériences identiques au regard de |'augmentation de la fréguence des prélévements. Le nombre
exact de flacons requis dépendra de la méthode employée pour mesurer la dégradation (voir aussi les
paragraphes 30 et 35-39 ainsi que I'Annexe 4).

33. On préléve deux sous-échantillons (par exemple des aliquotes de 5ml) dans chaque flacon
expérimental, & chague moment de préevement. Si on utilise une série de flacons afin de prélever des
flacons entiers, il faut sacrifier au moins deux flacons a chague moment de prélévement (voir
paragraphe 28).

Préparation des flacons destinés a I'essai en suspension de sédiments (facultatif)

3. On verse les volumes nécessaires d'eau d'essai et de sédiments, le cas échéant, dans les flacons
expérimentaux (voir paragraphe 20). Les flacons destinés a I'essai en suspension de sédiments sont
préparés de la méme fagon que les flacons pour I'essai pélagique (voir paragraphes 28-33). On utilise de
préférence des bouteilles a sérum ou des flacons ayant la méme forme. Les flacons fermés sont placés
horizontalement sur un agitateur. 1l va de soi que les flacons ouverts contenant les substances non volatiles
non marquées au **C doivent étre placés en position verticale ; dans ce cas, il est recommandé d'utiliser des
agitateurs magnétiques et des barres magnétiques enrobées de verre. Si nécessaire, on aére les bouteilles
pour maintenir une aérobiose adéguate.

Déter minations radiochimiques

35. Le CO, dégagé se mesure directement et indirectement (voir Annexe4). Le CO, est dosé
indirectement d'aprés la différence entre I'activité initiale du **C dans I'eau d'essai ou la suspension et
I'activité résiduelle totale au moment du prélévement, mesurée aprés avoir acidifié I'échantillon a pH 2-3 et
extrait le CO,. Le carbone minéral est ainsi enlevé et I'activité résiduelle mesurée provient des composés
organiques. Le CO, ne doit pas ére déterminé indirectement sil y a des composés volatils parmi les
principaux produits de transformation qui se forment (voir Annexe 4). Si possible, le dégagement de **CO,
est mesuré directement (voir Annexed4) a chague moment de prélévement dans au moins un flacon
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expérimental ; ce mode opératoire permet de vérifier le bilan massique et le processus de biodégradation,
maisil ne convient qu'aux essais conduits avec des flacons fermés.

36. S le CO, dégagé est mesuré directement au cours de I'essai, il faut prévoir un plus grand
nombre de flacons au début de I'essai. La détermination directe du **CO, est recommandée sil y a des
composés volatils parmi les principaux produits de transformation de la substance d'essai. A chaque point
de mesure, les flacons expérimentaux supplémentaires sont acidifiés & pH 2-3 et le **CO, est collecté dans
un absorbeur interne ou externe (voir Annexe 4).

37. On peut, s on le souhaite, déterminer les concentrations de la substance d'essai marquée au *C et
des principaux produits de transformation par radiochromatographie (par exemple, chromatographie en
couche mince, RAD-TLC) ou HPL C couplée a une détection radiochimique.

38. On peut, s on le souhaite, déterminer la répartition entre les phases de la radioactivité restante
(voir Annexe 2), ains que de la substance d'essai résiduelle et des produits de transformation.

39. A lafin de'essai, le bilan massique devrait étre établi par une mesure directe du **CO,, effectuée
a l'aide de flacons expérimentaux séparés d'ou aucun échantillon n'a été prélevé au cours de l'essai (voir
Annexe 4).

Analyse chimique spécifigue

40. Si I'on dispose d'une méthode anal ytique spécifique sensible, la biodégradation primaire peut étre
évaluée par une mesure de la concentration résiduelle totale de la substance d'essai, plutét que par des
techniques de radiomarquage. Si I'on utilise une substance d'essai radiomarquée (pour mesurer la
minéralisation totale), des analyses chimiques spécifiques peuvent étre pratiquées en paralléle pour fournir
des informations supplémentaires utiles et vérifier le procédé. Des analyses chimiques spécifiques peuvent
auss étre utilisées pour mesurer les produits de transformation formés durant la dégradation de la
substance d'essai et cette procédure est recommandée pour les substances dont la demi-vie de
minéralisation dépasse 60 jours. La concentration de la substance d'essai et des produits de transformation
a chague moment de prélévement devrait étre mesurée et rapportée (en termes de concentration et de
pourcentage appliqué). En général, les produits de transformation détectés a >10% de la concentration
appliquée, a un quelconque moment de prélévement, doivent étre identifiés a moins que le contraire soit
raisonnablement justifiable. On envisagera aussi didentifier les produits de transformation dont les
concentrations saccroissent continuellement au cours de I'étude, méme si leur concentration n'atteint pas le
seuil susmentionné, car cela pourrait étre un signe de persistance. On envisagera d'analyser les produits de
transformation présents dans les témoins stériles, si une transformation abiotique rapide de la substance
d'essai (par hydrolyse, par exemple) est jugée possible. La nécessité de quantifier et didentifier les produits
de transformation est a évaluer au cas par cas et a justifier dans le rapport. Les techniques d'extraction
faisant appel a un solvant organique doivent étre appliquées selon les instructions données pour le procédé
d'analyse respectif.

41. Tous les échantillons doivent étre stockés a une température de 2 a 4°C dans des récipients
étanches a l'air, si I'analyse est conduite dans les 24 heures, ce qui est préférable. Si 1a période de stockage
est plus longue, les échantillons doivent ére congelés a -18°C ou conservés chimiquement. Il est
déconseillé d'acidifier les échantillons pour les conserver, car I'acidification risque de les rendre instables.
Si les échantillons ne sont pas analysés dans les 24 heures et conservés au-dela de ce ddlai, une étude de
stabilité du stockage doit étre conduite pour démontrer la stabilité des produits chimiques en question a
-18°C ou dans des conditions de conservation. Si la méthode d'analyse requiert une extraction au solvant
ou une extraction de la phase solide, I'extraction doit é&tre menée immédiatement aprés le prélévement ou
apres le stockage de I'échantillon au réfrigérateur durant 24 heures au maximum.
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42, Suivant la sensibilité de la méthode analytique, il pourra étre nécessaire de prélever des
échantillons d'un volume supérieur a celui indiqué au paragraphe 16. Il est facile de conduire I'essai avec
des volumes d'un litre contenus dans des flacons d'une capacité de 2 a 3 litres, ce qui permet de recueillir
des échantillons d'environ 100 ml.

RESULTATSET RAPPORT

Traitement des résultats

Représentation desrésultats sur un tracé

43. Il convient d'arrondir les intervalles de prélévement a un nombre d'heures entier (sauf s la
substance se dégrade fortement en I'espace de quel ques heures ou minutes), mais pas a un nombre de jours
entier. On produit un tracé linéaire et semi-logarithmique des estimations de I'activité résiduelle de la
substance d'essai (pour les substances marquées au **C) ou de la concentration résiduelle (pour les
substances non marquées) en fonction du temps (voir figures 1a et 1b). Sil y a eu une dégradation, on
compare les résultats des flacons Fr & ceux des flacons Fs. Si les moyennes des résultats des flacons
contenant |a substance d'essai (Fr) et des flacons stériles (Fs) sécartent de moins de 10%, on peut supposer
gue la dégradation observée est principalement abiotique. Si la dégradation mesurée dans les flacons Fs est
inférieure, les résultats peuvent étre utilisés pour corriger ceux obtenus dans les flacons Fr (par
soustraction), en vue d'estimer I'ampleur de la biodégradation. Si des analyses facultatives sont effectuées
sur les principaux produits de transformation, il faut fournir un tracé de leur formation et disparition en
fonction du temps, en plus d'un tracé de la disparition de la substance d'essai.

44, On estime la durée de la phase de latence t. a partir de la courbe de dégradation (tracé
semi-logarithmique), en extrapolant sa partie linéaire jusgu'a une dégradation nulle ou en déterminant la
durée d'une dégradation d'environ 10% (voir figures 1a et 1b). A partir du tracé semi-logarithmique, on
estime la constante de vitesse de premier ordre, k, et son écart-type par régression linéaire de In (activité
résiduelle du **C ou concentration de la substance d'essai) en fonction du temps. Avec les mesures du **C
en particulier, on n'utilisera que les résultats se rapportant a la partie linéaire initiale de la courbe, située
aprés la phase de latence, et I'on sattachera a sélectionner un petit nombre de résultats représentatifs, plutot
gu'un grand nombre de résultats incertains. Ici, I'incertitude comprend les erreurs inhérentes a I'utilisation
directe recommandée des activités résiduelles du **C mesurées (voir plus bas). Il peut parfois Savérer
pertinent de calculer deux constantes de vitesse différentes, si la dégradation suit un mode biphasique. A
cet effet, on délimite deux phases différentes de la courbe de dégradation. 1l faudrait calculer la constante
de vitesse, k, et la demi-vie, ty, = In2/k, pour chacun des flacons des expériences identiques, lorsgue des
sous-échantillons sont prélevés a partir du méme flacon, ou en utilisant les valeurs moyennes, lorsque |'on
recueille des flacons entiers & chaque moment de prélévement (voir paragraphe 33). Si I'on applique le
premier procédé mentionné, la constante de vitesse et la demi-vie doivent étre rapportées individuellement
pour chacun des flacons des expériences identiques et exprimées sous la forme d'une moyenne avec un
écart-type. Si les concentrations de la substance d'essai sont élevées, la courbe de dégradation pourrait
Sécarter considérablement d'une droite (tracé semi-logarithmique) et la cinétique de premier ordre risque
de ne pas étre valable. Dans ces circonstances, la détermination d'une demi-vie n'aurait pas de sens.
Cependant, il est possible d'appliguer une pseudo-cinétique de premier ordre a une gamme limitée de
résultats et destimer la demi-vie de dégradation TDs, (temps nécessaire pour atteindre 50% de
dégradation). On gardera toutefois a I'esprit quiil est impossible de prédire la durée de la dégradation
au-dela de la gamme limitée de résultats en utilisant la TDsg qui n'est que le descripteur d'un ensemble
donné de résultats. Les outils analytiques facilitant les calculs statistiques et I'ajustement des courbes sont
faciles a se procurer et I'usage de ce type de logiciel est recommandé.
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45, Si des analyses chimiques spécifiques sont pratiquées, on estime les constantes de vitesse et les
demi-vies pour la dégradation primaire comme indiqué plus haut pour la minéraisation totae. S la
dégradation primaire est le processus limitant, les résultats ponctuels se rapportant a la totalité du processus
de dégradation peuvent quelquefois étre utilisés. Et ce, parce gu'il sagit de mesures directes, contrairement
aux mesures de I'activité du C.

46. S l'on utilise des substances marquées au *C, le bilan massique devrait étre exprimé en
pourcentage de la concentration initiale appliquée, au moins alafin del'essal.

Activitérésiduelle

47. Lorsque le fragment marqué au **C d'une substance organique est biodégradé, la majeure partie
du *C est convertie en **CO,, tandis qu'une autre partie est mobilisée par |a croissance de la biomasse et/ou
la synthése de métabolites extra-cellulaires. Aussi, la biodégradation compléte, « finale », d'une substance
ne correspond-elle pas & une conversion a 100% de son carbone en *CO,. Le *C intégré aux produits
biosynthétisés est ensuite libéré lentement sous la forme de **CO, & la suite d'une «minéralisation
secondaire». C'est pourquoi les tracés de |'activité du **C organique résiduel (mesurée aprés 'extraction du
CO,) ou du *CO, produit en fonction du temps se prolongeront au-dela de la fin de |a dégradation. Cela
complique l'interprétation cinétique des résultats, de sorte que seule la premiére partie de la courbe (juste
aprés la phase de latence et avant que la dégradation atteigne environ 50%) devrait normalement étre
utilisée pour I'estimation de la constante de vitesse de dégradation. Si la substance d'essai est dégradée,
I'activité du *C résiduel organique total est toujours supérieure a I'activité du **C associée a la substance
d'essai intacte restante. Si la substance d'essal est dégradée par une réaction de premier ordre et gu'une

fraction constante o est minéralisée en CO,, la pente initide de la courbe de disparition du **C (**C

organique total en fonction du temps) sera égale a o fois la pente de la courbe correspondante de
concentration de la substance d'essai (ou, plus précisément, du fragment de la substance d'essai marqué au
¥C). Les mesures de I'activité du **C organique total utilisées n'étant pas corrigées, la constante de vitesse
de dégradation sera calculée avec une marge de sécurité. Des procédés d'estimation des concentrations de
la substance d'essai a partir des activités radiochimiques mesurées, sur la base de diverses hypotheses
simplificatrices, ont é&é décrits dans des publications (1)(8)(9)(10). Ces procédés sappliquent le plus
facilement aux substances rapidement dégradables.

I nter pr étation des résultats

48. Sil savere que k est indépendant de la concentration (si le k calculé est a peu prés identique aux
différentes concentrations de la substance d'essai), on peut supposer que la constante de vitesse de premier
ordre est représentative des conditions expérimentales appliquées, a savoir la substance d'essai,
I'échantillon d'eau et la température de I'essai. |1l appartient a un expert d'apprécier dans quelle mesure les
résultats peuvent étre généralisés ou extrapolés a d'autres systémes. Si la substance d'essai est testée a une
concentration élevée et que, de ce fait, la dégradation n'obéit pas a une cinétique de premier ordre, les
résultats ne peuvent servir a estimer directement une constante de vitesse de premier ordre ou la demi-vie
correspondante. Cependant, les données fournies par un mené a une concentration devée de la
substance d'essai peuvent toujours étre utilisées pour estimer le degré de minéralisation totale et/ou détecter
et quantifier les produits de transformation.

49, Si les vitesses de phénoménes de disparition autres que la biodégradation sont connues
(hydrolyse ou volatilisation, par exemple), elles peuvent ére soustraites de la vitesse de disparition nette
relevée durant I'essai, pour fournir une estimation approximative de la vitesse de biodégradation. Les
valeurs concernant I'hydrolyse peuvent, par exemple, étre obtenues a partir du témoin stérile ou d'un
paralléle conduit & une concentration plus é evée de la substance d'essai.
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50. Les déterminations indirecte et directe du **CO, (paragraphes 35-39 et Annexe 4) ne peuvent étre
utilisées que pour mesurer l'ampleur de la minéralisation de la substance dessai en CO,. La
radiochromatographie sur couche mince (RAD-TLC) ou la chromatographie en phase liquide a haute
performance (HPL C) peuvent servir & analyser la concentration de la substance d'essai marquée au **C et la
formation des principaux produits de transformation (paragraphe 37). La demi-vie ne peut ére estimée
directement qu'en I'absence de tous les principaux produits de transformation (définis comme étant >10%
de la quantité de substance d'essai appliquée). En présence de principaux produits de transformation (selon
la définition ci-dessus), une évaluation détaillée des résultats est requise. Cette évaluation peut inclure
I'essai et/ou l'identification répétés des produits de transformation (voir paragraphe 40), & moins que le
devenir des produits de transformation ne puisse étre raisonnablement évalué d'apres |'expérience
antérieure (par exemple des informations sur les voies de dégradation). La proportion de carbone de la
substance d'essai convertie en CO, variant (en grande partie en fonction de la concentration de la substance
d'essai et des autres substrats disponibles, des conditions expérimentales et de la flore microbienne), cet
ne permet pas d'estimer directement la biodégradation finale, comme dans un de disparition du
carbone organigue dissous; mais le résultat est similaire a celui obtenu avec l'essai au respirométre. Le
degré de minéralisation sera donc inférieur ou égal au degré minimum de biodégradation finale. Pour
obtenir un tableau plus complet de la biodégradation finale (minéralisation et incorporation dans la
biomasse), il faudrait analyser la répartition du **C entre les phases a la fin de I'essai (voir Annexe 2). Le
YC présent dans les matiéres particulaires consistera en “C incorporé dans la biomasse bactérienne et en
YC sorbé sur les particul es organiques.

Validité del'essai

51 Si la substance de référence ne se dégrade pas au cours de la période prévue (pour I'aniline et le
benzoate de sodium, généralement moins de deux semaines), lavalidité de |'essai est incertaine et demande
a étre vérifiée; sinon, I'essai peut aussi étre répété avec un nouvel échantillon d'eau. A I'issue d'un
tournant de la méthode, organisé par I'lSO, auquel sept laboratoires européens ont participé, les constantes
de vitesse de dégradation adaptées de I'aniline séchelonnaient entre 0,3 et 1,7 jours™, avec une moyenne de
0,8jour’ & 20°C et un écart-type de +0,4jour” (ty, = 09jour). Les périodes de latence étaient
généralement comprises entre 1 et 7 jours. Les eaux examinées renfermaient une biomasse bactérienne
correspondant a 10° & 10* unités formant colonie par ml. Les eaux riches en ééments nutritifs de I'Europe
tempérée accusaient des vitesses de dégradation supérieures aux eaux oligotrophes de I'Europe
septentrionale, probablement a cause d'une différence d'état trophique ou d'une exposition préalable a des
substances chimiques.

52. La récupération totale (bilan massique) a la fin de I'expérience devrait se situer entre 90% et
110% pour les substances radiomarquées, tandis que le taux de récupération au début de I'expérience
devrait étre compris entre 70% et 110% pour les substances non marquées. Toutefois, ces gammes ne sont
mentionnées qu'atitreindicatif et ne devraient pas servir de critere d'acceptation pour I'essai.

Rapport d’essai

53. Le type d'essai, a savoir pélagique ou en suspension de sédiments, doit étre stipulé clairement
dans e rapport d'essai, qui fournira également, au minimum, les informations suivantes :

Substance d'essai et substance(s) de référence :

- noms courants, noms chimiques (suivant la nomenclature recommandée par I'lUPAC et/ou le
CAS), numéros CAS, formules structurale (indiquant la position du **C, dans le cas dune
substance radiomarquée) et propriétés physico-chimiques pertinentes de la substance d'essai et
de la (des) substance(s) de référence (voir paragraphes 9-12) ;
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- noms chimiques, numéros CAS, formules structurale (indiquant la position du **C, dans le cas
d'une substance radiomarquée) et propriétés physico-chimiques pertinentes des substances
servant d'étalon pour |'identification et la quantification des produits de transformation ;

- pureté (impuretés) de la substance d'essai et de la (des) substance(s) de référence ;

- pureté radiochimique de la substance marquée et activité spécifique (le cas échéant).

Eau superficielle:
Il faut rapporter, au minimum, les informations suivantes sur |'échantillon d'eau prélevé :

- localisation et description du site de prélevement et, si possible, son histoire en matiére de
contamination ;

- date et heure du prélévement de I'échantillon ;

- ééments nutritifs (N total, ammonium, nitrite, nitrate, P total, orthophosphate dissous) ;

- profondeur du prélévement ;

- aspect de |'échantillon (couleur et turbidité, par exemple) ;

- carbone organique dissous et carbone organique total ;

- demande biologique en oxygene ;

- température et pH sur lelieu et al'heure du prél évement ;

- oxygéne ou potentiel redox (obligatoire seulement si I'aérobiose n'est pas évidente) ;

- sdlinité ou conductivité (dans le cas d'une eau de mer ou saumétre) ;

- solides en suspension (dans | e cas d'un échantillon trouble) ;

- éventuellement d'autres informations pertinentes sur le lieu de prélévement au moment du
prélévement (par exemple des données actuelles ou antérieures sur le débit des cours d'eau ou
les courants marins, la présence d'importantes sources de rejets a proximité et la nature des
rejets, les conditions météorol ogiques précédant le moment du prélévement).

et, atitre facultatif :

- biomasse microbienne (comptage direct a I'orangé d'acridine ou unités formant colonie, par
exemple) ;

- carbone minéra ;

- estimation de la biomasse des algues d'aprés la concentration en chlorophylle a.

Si I'essai est conduit en suspension de sédiments, il faudrait fournir les renseignements suivants sur
le sediment :

- profondeur de pré évement du sédiment ;

- aspect du sédiment (coloré, boueux, vaseux ou sableux, par exemple) ;

- texture (pourcentages de sable grossier, sable fin, limon et argile, par exemple) ;

- poids sec en g/l des solides suspendus, concentration du carbone organique total ou mesure de
lateneur en matiére organique d'apres la perte de poids al'inflammation ;

- pH;

- oxygéne ou potentiel redox (obligatoire seulement si |'aérobiose n'est pas évidente).

Conditions expé&imentales:
- temps écoulé entre le prélévement et I'utilisation dans I'essai en laboratoire, stockage de
|'échantillon et traitement préal able de |'échantillon, dates auxquelles les études ont été menées ;

- guantité de substance d'essai appliquée, concentration expérimentale et substance(s) de
référence ;
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méthode d'application de la substance d'essai, notamment |'utilisation de solvants, le cas
échéant ;

volume d'eau superficielle utilisé, et de sédiment le cas échéant, et volume prélevé a chaque
moment d'analyse ;

description du systéme expérimental utilisé ;

s I'obscurité ne simpose pas, informations sur les paramétres de lalumiére diffuse;
informations sur la ou les méthodes utilisées pour préparer des témoins stériles (température,
durée et nombre d'autoclavages, par exemple) ;

température d'incubation ;

renseignements sur les techniques analytiques et la ou les méthodes appliquées aux mesures
radiochimiques, a la vérification du bilan massique et a la détermination de la répartition entre
les phases (le cas échéant) ;

nombre d'expériences identiques ;

Résultats :

pourcentages de récupération (voir paragraphe 13) ;

répétabilité et sensibilité des méthodes analytiques employées, y compris les seuils de détection
et de quantification (voir paragraphes 14 et 15) ;

toutes les données mesurées (y compris les heures de prélévement), les valeurs calculées
présentées sous forme de tableau et les courbes de dégradation ; pour chague concentration
expérimentale et chaque flacon d'une expérience identique, rapporter le coefficient de
corrélation linéaire de la pente du tracé logarithmique, |a durée estimée de la phase de latence,
une congtante de vitesse de premier ordre ou de pseudo-premier ordre (s possible) et la
demi-vie de dégradation correspondante (ou le temps de demi-vie, ty) ;

valeurs pertinentes telles que les moyennes des résultats observés pour chague expérience
identique, par exemple lalongueur de la phase de latence, la constante de vitesse de dégradation
et lademi-vie de dégradation (ou ty,) ;

établir s le systéme est adapté ou non, d'apres |'aspect de la courbe de dégradation et I'influence
éventuelle de la concentration d'essai ;

résultats de la vérification du bilan massique final et résultats des mesures de la répartition entre
les phases (le cas échéant) ;

fraction de **C minéralisé et, si des analyses spécifiques ont été conduites, le niveau final de la
dégradation primaire ;

identification, concentration molaire et pourcentage des principaux produits de transformation
(voir paragraphe 40), le cas échéant ;

proposition d’ un chemin réactionnel pour latransformation, sil y alieu ;

analyse des résultats.
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ANNEXE 1

DEFINITIONSET UNITES

Biodégradation primaire : transformation structurelle d'une substance chimique par des microorganismes
débouchant sur la perte de I'identité chimique.

Biodégradation fonctionnelle: transformation structurelle d'une substance chimique par des
microorganismes entrainant la perte d'une propriété spécifique.

Biodégradation aérobie finale: décomposition d'une substance chimique par des microorganismes, en
présence d'oxygene, en dioxyde de carbone, eau et sels minéraux des autres ééments présents
(minéralisation) et production dune nouvelle biomasse et de produits organiques par synthése
biomicrobienne.

Minéalisation: décomposition dune substance chimique ou de matiéres organiques par des
microorganismes, en présence d'oxygene, en dioxyde de carbone, eau et sels minéraux des autres éléments
présents.

Phase de latence : période comprise entre le début de I'essai et le moment ou le degré de biodégradation
d'une substance chimique ou de la matiére organique atteint une valeur détectable (par exemple, 10% de la
biodégradation théorique maximale, ou moins, selon la précision de la technique de mesure) et durant
laguelle les microorgani smes dégradants sadaptent.

Degré maximal de biodégradation : degré de biodégradation d'une substance chimique ou de la matiere
organique, au cours d'un essai, enregistré en pourcentage, au dela duquel la biodégradation ne se produit
plus durant |'essai.

Substrat primaire: ensemble de sources de carbone naturel et d'énergie grace auxquelles la biomasse
microbienne croit et se maintient.

Substrat secondaire : éément du substrat présent a une concentration s faible que sa dégradation ne fournit
gue des quantités négligeables de carbone et d'énergie aux microorganismes compétents, en comparaison
avec l'apport de carbone et d'énergie que les microorganismes tirent de la dégradation des principaux
composés du substrat (substrats primaires).

Constante de vitesse de dégradation : constante de vitesse correspondant a une cinétique de premier ordre
ou de pseudo-premier ordre, k (jour™), indiquant la vitesse des processus de dégradation. Dans un essai en
lots, k est estimé a partir de la premiére partie de la courbe de dégradation, débutant juste apres lafin de la
phase de latence.

Demi-vie, ty, (jour) : caractérise la vitesse d'une réaction de premier ordre; c'est le laps de temps durant
lequel la concentration diminue d'un facteur 2. La relation entre la demi-vie et |a constante de vitesse de
dégradation est régie par I'équation : ty, = In2/k.

Demi-temps de dégradation, TDs, (d) : quantifie le résultat des essais de biodégradation ; c'est le laps de
temps, incluant |a phase de latence, nécessaire pour atteindre 50% de biodégradation.

Seuil de détection et seuil de quantification : le seuil de détection est la concentration d'une substance en
dessous de laquelle, il n'est plus possible de distinguer I'identité de la substance des artéfacts de la
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technique d'analyse. Le seuil de quantification est |a concentration d’'une substance en dessous de laquelle
la concentration ne peut étre déterminée avec une précision acceptable.

Carbone organique dissous (COD) : fraction du carbone organique présent dans un échantillon d'eau qui ne
peut étre extraite par une technique de séparation des phases définie, par exemple par centrifugation a
40 000 ms? durant 15 minutes ou par filtration sur une membrane dont les pores mesurent 0,20 -0,45 pm
de diamétre.

Activité totale du **C organique (AOT) : activité totale du **C associé au carbone organique.

Activité du *C organique dissous (AOD) : activité totale du **C associé au carbone organique dissous.

Activité du *C organique particulaire (AOP) : activité totale du *C associé au carbone organique
particulaire.
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ANNEXE 2

REPARTITION DU **C ENTRE LESPHASES

Afin de contrdler le procédé employé, il faudrait étayer les mesures réguliéres de I'activité totale du **C
organique (AQOT) résiduel par des mesures du bilan massique comportant une détermination directe du
YCO, dégagé, piégé dans un absorbeur (voir Annexe4). En elleméme, la formation de **CO, constitue
une preuve directe de biodégradation, par opposition a la dégradation abiotique ou a d'autres mécanismes
de disparition, tels que la volatilisation et la sorption. D'autres renseignements utiles caractérisant la
biodégradabilité peuvent étre tirés des mesures de la répartition de I'AOT entre la phase dissoute (activité
du *C organique dissous, AOD) et la phase particulaire (activité du **C organique particulaire, AOP),
aprés la séparation des particules par filtration sur membrane ou centrifugation. L'AOP se rapporte a la
substance d'essai sorbée sur la biomasse microbienne et sur d'autres particules ains qu'au carbone de la
substance d'essai qui a été mobilisé pour synthétiser de nouveaux matériaux cellulaires et incorporé de ce
fait dans la fraction particulaire de la biomasse. La formation du **C organique dissous peut étre estimée
d'apresI'AOD alafin de labiodégradation (plateau sur la courbe de dégradation en fonction du temps).

On estime la répartition du '“C résiduel entre les phases dans des échantillons choisis, en filtrant les
échantillons sur un filtre & membrane composé d'un matériau qui n'adsorbe, le cas échéant, que des
quantités négligeables de la substance d'essai (les filtres en polycarbonate, par exemple, conviennent) et
dont les pores mesurent 0,22 um ou 0,45 um. Si la sorption de la substance d'essai sur le filtre est trop
importante pour étre négligée (a vérifier avant I'expérience), la filtration peut étre remplacée par une
centrifugation a grande vitesse (2 000 g ; 10 min).

Le filtrat ou le centrifugeat sont traités comme les échantillons non filtrés (voir a I'Annexe4). Les
membranes des filtres sont dissoutes dans un liquide a scintillation approprié et le comptage seffectue
comme d'habitude, en principe uniquement a l'aide de la méthode du quotient avec un étalon externe pour
corriger I'extinction, ou a l'aide d'un dispositif oxydant I'échantillon. Si I'on a utilisé la centrifugation, il
faut resuspendre la boulette formée par la fraction particulaire dans 1 a 2 ml d'eau distillée et transférer le
tout dans un petit tube a scintillation. Aprés deux ringages du tube a centrifuger avec 1 ml d'eau distillée,
I'eau de rincage est transférée dans le petit tube a scintillation. Si nécessaire, la suspension peut étre
incorporée aun gel pour le comptage par scintillation liquide.
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ANNEXE 3

PROCEDE SEMI-CONTINU

Il est parfois nécessaire de prolonger I'incubation durant plusieurs mois afin de dégrader suffisasmment les
substances récalcitrantes. L'essai ne doit normalement pas dépasser 60 jours, sauf si les caractéristiques de
I'échantillon d'eau original sont maintenues grace au renouvellement de la suspension d'essai. Cependant,
la durée de I'essai peut étre prolongée jusqu'a 90 jours maximum sans renouvellement de la suspension
d'essai, si ladégradation de la substance d'essai a débuté au cours des 60 premiers jours.

Si I'incubation couvre une longue période, la diversité de la flore microbienne risque de samenuiser, du fait
de divers mécanismes de disparition et de I'appauvrissement possible de I'échantillon d'eau en éléments
nutritifs essentiels et en substrats carbonés primaires. Il est donc recommandé de recourir a I'essal
semi-continu pour déterminer correctement la vitesse de dégradation des substances qui se dégradent
lentement. L'essai devrait débuter par un procédé semi-continu, s des données expérimentales laissent
supposer qu'une période dincubation de trois mois est nécessaire pour gue la substance se dégrade a 20%.
Sinon, I'essai en lots peut étre converti en essai semi-continu, s la substance d'essai ne sest pas dégradée
au terme d'un essai en lots conduit sur une soixantaine de jours. Il est possible de mettre fin a un essai
semi-continu et de poursuivre I'expérience selon le procédé en lots, si une dégradation substantielle a été
enregistrée (>20%, par exemple).

Dansl'essai semi-continu, toutes les deux semaines, environ un tiers du volume de la suspension d'essai est
remplacé par un volume d'eau venant d'ére prélevé, dans lequel on a gouté la quantité requise de
substance d'essai pour rétablir sa concentration initiale. De méme gu'on gjoute la quantité nécessaire de
sédiment dans I'eau de remplacement pour rétablir la concentration initiale de sédiment (entre 0,01 et
1 g/l), s I'on conduit I'essai facultatif en suspension de sediments. Si I'essai est mené avec des sédiments
solides en suspension, il importe que le systeme demeure totalement suspendu, et ce également lors du
renouvellement de I'eau, et d'appliquer un temps de s§our identique pour les solides et I'eau, sinon on
risquerait de perdre la similarité voulue avec un systéme aqueux homogene sans phases fixes. C'est
pourquoi, il est préférable que la concentration initiale des sédiments suspendus se situe dans la partie
inférieure de l'intervalle spécifié, lorsqu'on utilise un procédé semi-continu.

L'gout de la substance d'essai, tel qu'il est prescrit, implique que la concentration initiale de la substance
d'essai n'est pas dépassée par le renouvellement partiel de la suspension d'essai, et qu'on évite par
conséquent I'adaptation couramment observée avec des concentrations éevées de la substance d'essai. Le
procédé prévoyant une réinoculation et une compensation des carences en éléments nutritifs et en substrats
primaires, la diversité microbienne originale est rétablie et la durée de I'essai peut, en principe, étre
prolongée a l'infini. Lorsqu'on applique le procédé semi-continu, il est important de noter que la
concentration résiduelle de la substance d'essai doit étre corrigée en fonction des quantités de substance
d'essai gjoutées et 6tées a chague renouvellement. La concentration totale de la substance d'essai et sa
concentration al'état dissous peuvent étre utilisées de fagon interchangeable pour les composés peu sujets a
la sorption. La sorption est négligeable (<5%) dans les conditions spécifiées (0,1-1 g solides/l) pour les
substances dont le log K <3 (valable pour |es substances neutres, lipophiles). L'exemple de calcul présenté
ci-dessous illustre ce qui précéde. En gros, 0,1 g/l de solides correspond a 10 mg de carbone par litre
(fraction de carbone f. = 0,01). Soit :

Log K (de lasubstance d'essal) = 3

Koo = 0,42 X Kge

Coefficient de partage, Kg = fe X Koo

aors, lafraction dissoute de la concentration totale (C-eau (C.)/C-totd (C,)) est égale a:
CJdCi= U1 +Kgx SS)=1(1 + Kg x fe x SS) = 1/(1 + 0,42 x 10° x 0,01 x 0,1 x 10°%) = 0,999
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ANNEXE 4

DETERMINATION DU *CO,

Détermination indirecte du **CO,

Pour |es mesures systématiques, la méthode indirecte est normalement la plus rapide et la plus précise, s la
substance d'essai est non volatile et ne se transforme pas en produits volatils. Pour ce faire, il suffit de
transférer des échantillons non filtrés, d'un volume de 5 ml par exemple, dans des tubes a scintillation.
L'activité initiale adéquate des échantillons est comprise entre 5000 dpm et 10 000 dpm (80-170 Bq) et
I'activité initiale minimale est de quelque 1 000 dpm. Le CO, doit étre extrait aprés acidification a pH 2-3
avec une ou deux gouttes dH;PO, ou d'HCI concentrés. L'extraction du CO, peut se faire par barbotage a
I'air durant /2 heure & 1 heure. Sinon, les flacons peuvent étre agités vigoureusement durant une a deux
heures (par exemple sur un agitateur & microplague) ou plus doucement, mais jusqu'au lendemain. Il faut
vérifier I'efficience du procédé d'extraction du CO, (en prolongeant I'aération ou la durée de I'agitation).
Ensuite, un liquide a scintillation approprié au comptage des échantillons aqueux est ajouté et I'échantillon
est homogénéisé au moyen d'un mélangeur rotatif. On détermine la radioactivité par comptage en
scintillation liquide en retranchant I'activité de fond relevée sur les témoins (Fg). A moins que I'eau d'essai
soit trés colorée ou renferme une concentration élevée de particules, les échantillons présentent
normalement une extinction uniforme et il suffira de corriger I'extinction a I'aide d'un étalon externe. S
I'eau d'essai est trés colorée, il peut étre nécessaire de corriger |'extinction par gjout d'un éalon interne. S
la concentration des particules est élevée, il peut étre impossible d'obtenir une solution ou un gel
homogéne, ou la variation d'extinction entre les échantillons risque d'étre importante. Dans ce cas, la
méthode de comptage pour les boues d'essai, décrite plus bas, peut étre utilisée. Si I'essai est mené en
suspension de sédiments, on peut mesurer le **CO, indirectement en prenant un échantillon homogéne de
10 ml de I'eau/suspension d'essai et en séparant les phases par centrifugation a une vitesse appropriée (par
exemple & 40 000 m/s” durant 15 min). La phase agueuse doit ensuite étre traitée comme décrit plus hauit.
On détermine I'activité du **C de la phase particulaire (AOP) en resuspendant le sédiment dans un petit
volume d'eau distillée, en le transférant dans des tubes a scintillation et en gjoutant un liquide a scintillation
de facon a obtenir un gel (il existe des liquides a scintillation spécialement destinés a cet usage). Selon la
nature des particules (par exemple leur teneur en matiéres organiques), il peut étre possible de faire digérer
I'échantillon par un solubilisant pour tissus en le laissant agir jusgu'au lendemain et de I'homogénéiser
ensuite avec un mélangeur rotatif, avant d'ajouter le liquide a scintillation. Sinon I'AOP peut étre
déterminée par combustion en exces d'oxygene au moyen d'un dispositif oxydant |'échantillon. Des étalons
internes doivent toujours étre inclus lors du comptage et il est parfois nécessaire de corriger |'extinction en
gjoutant un étalon interne pour chague échantillon.

Détermination directe du **CO,

Si le ¥CO, dégagé est mesuré directement, il faut prévoir un plus grand nombre de flacons au début de
I'essai, prélever les flacons d'essai a chaque moment de mesure, acidifier leur contenu a pH 2-3 et recueillir
le CO, dans un absorbeur interne (disposé dans chaque flacon d'essai au début de I'essai) ou externe. Un
milieu absorbant alcalin (par exemple une solution 1 N de NaOH ou une pastille de NaOH), ou constitué
d'éthanolamine ou a base d'éthanolamine, ainsi que les absorbeurs vendus dans le commerce peuvent étre
utilisés. Pour lamesure directe du **CO, , les flacons doivent étre fermés au moyen de bouchons cloisonnés
(septa) en caoutchouc butylique, par exemple.
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Figure la. Exemple d’un tracé arithmétique des r ésultats (activité résiduelle en fonction du temps)
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Figure 1b. Exemple de tracé semi-logarithmique des résultats (In de I’ activité résiduelle en fonction
du temps)
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