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1. TECHNICAL SUMMARY

The biodegradability study described in this report was effected using the operating procedure described
in appendix C.4-C of the Directive 92/69/EEC. This protocol is in agreement with the Directing Outline N°

301 B of OCDE adopted on 17/7/92.

Under the test conditions, the percent biodegradation of] l'vas 100 % in 5 days (average
of 97.5 % at the plateau) and 99 % at the end of the t days : due to the rapid biodegradation, the

test was not continued for 28 days, the normal duration).

During the time interval of 10 days following start of the biodegradation phase, the latter reached a level
of > 95 %.

The substance can be considered to be easily biodegradable according to the Directing Cutline 301 of
OCDE. '

The substance did not show an inhibiting effect towards micro-organisms.

"A sterile abiotic control was effected : it showed that the substance does not disappear due to physical

and chemical phenomena under the test conditions.

The test validity criteria were respected.
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1. RESUME TECHNIQUE

L'étude de biodégradabilité décrite dans ce rapport a été réalisée selon le mode
opératoire décrit dans I'annexe C.4-A de la Directive 92/69/CEE. Ce protocole est en
accord avec la Ligne Directrice de 'OCDE N°301 A adoptée le 17/7/92.

Daps Iles conditions de ['essai, le pourcentage de biodégradation de!

(é? été de 100 % en 5 jours (87,5 % en moyenne au plateau) et d % a la fin
de Tessai (15 jours : en raison de la rapidité de la biodégradation, 'essai n'a pas été
poursuivi jusqu'a 28 jours, durée normale).

Dans lintervalle de temps de 10 jours suivant le début de la phase de
0 " biodégradation, celle ci a atteint un niveau > 95 %

La substance peut étre considérée comme facilement biodégradable selon les
critéres énoncés dans la ligne directrice 301 de 'OCDE.

L.a substance n'a pas montré d'effet inhibiteur vis-a-vis des micro-organismes.

.ﬁ’/% Un témoin sterile abiotique a été réalisé : il a montré que la substance ne subit pas
de disparition due a des phénoménes physico-chimiques dans les conditions de
'essai.

Les critéres de validité de 'essai ont été respectés.

Company Sanitized. Does nol contain TSCA CBl

[ S DS SR U SRR

Fa Adarimannt act la nranridtd ST E ATANAUERE  ma aaid Rive wi canild el cacemaeia.



ELF ATOCHEM
Centre d'Application de Levallois

2. ASSURANCE QUALITE

La présente étude a été réalisée selon les principes de Bonnes Pratiques de
Laboratoire de 'OCDE.

Le Service Analyse-Environnement du Centre d'Application de Levallois dispose
d’'une reconnaissance de conformité aux BPL émise par le Groupement
Interministériel des Produits Chimiques & la suite d'une inspection réalisée par le
Réseau National d'Essais, les 26 et 27 octobre 1992, conformément au décret

n°90-206 du 7 mars 1990, pour les domaines de compétences suivants :
- Etudes écotoxicologiques sur les organismes aquatiques et terrestres.

- Etudes portant sur le comportement dans P'eau, dans le sol et dans lair ;
bioaccumulation.
Le laboratoire est accrédité par le RNE pour certains essais du programme 26-2

«Essais de détermination de certaines propriétés intrinséques des substances
chimiques : essais écotoxicologiques», et est identifié sous le numéro

d'accréditation : 140.93/01.

L'Auditeur Qualité du Centre d'Application de Levallois procéde a des mspecﬂons
périodiques et & des vérifications en vue :

- d'établir la concordance de I'étude avec les Principes de Bonnes Pratiques
de Laboratoire de 'OCDE,

- de s'assurer que les méthodes, les modes opératoires et les observations
sont correctement décrits dans le rapport d'étude et que les résultats indiqués
reflétent avec exactitude les données écrites de I'étude.

Les dates correspondant a I'audit de cette étude sont données ci-dessous :

28/10/93
24/11/193
17/1/94

L'Auditeur Qualité : D. TAISNE

Date 46/(9 1/ g ( Signature —_—
S
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3. SIGNATURES

Nous, soussignés, certifions que les résultats décrits dans ce rapport ont bien été
obtenus sous notre responsabilité dans le Service Analyse Environnement du
Centre d'Application de Levallois, et refietent avec exactitude les résultats obtenus

lors de cette étude.

Le Chef du Service Analyse Environnement : M. BOURALY

Date Signature —
. ,.!'/

A$] 7] 14

Le Directeur de i'étude : J.C. BOUTONNET

‘;} Date /1 6 / // / 6 (7’ Signature
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4. IDENTIFICATIONS

4.1. Substance d’essai

Caractéristiques principales :

" - apparence : liquide ambre
- pureté : -
® ' - solubilité : parfaitement soluble

Précaution d'emploi et de conservation : température ambiante

4.2. instailation d'essais

o ELF ATOCHEM
‘; CENTRE D'APPLICATION DE LEVALLOIS
SERVICE ANALYSE ENVIRONNEMENT

95 rue Danton
92300 LEVALLOIS-PERRET

Directeur de ['étude :

J.C. BOUTONNET

D Personnel impliqué dans I'étude :

Ingénieur responsable de I'étude: J.C. BOUTONNET

Technicienne chargé de la réalisation de I'étude : P. BROCHIER
Ingénieur chargé des analyses : F. MANTISI

Technicienne chargé des analyses : A. COUTY

ggl_\jlpflny Sanitized. Does not contain TSCA CE!
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4.3. Demandeur de I'étude

M.. DESSAINT (Service Agents d’Interface, CAL)

Moniteur de I'étude :

M. CORPART (Service Agents d’Interface, CAL)

4.4. Calendrier

- Approbation du plan d'étude par le Moniteur de I'étude : 4/11/93
- Début de I'étude : 17/11/383
0 " - Finde l'étude : 2/12/93

- Rapport d'étude : 18/01/94

4.5. Archivage
Les substances étudiées sont conserveées dans le Service Analyse Environnement
pendant une durée de 5 ans au maximum.

b G o]

L'ensemble des documents de I'étude est conservé au moins 10 ans.

Company Sanitized. ‘Does not contain TSCA CBI

a Anrtimant act Is neanristd AETE ATACUSRE 1l na nerd Aben wi annid ni cemeniimim L & doe dlnee cnma cidadiondioe for



ELF ATOCHEM
Centre d'Application de Levallois

5. OBJECTIF DE L'ETUDE

L'objectif de.cette étude est déterminer la biodégradabilité aérobie ultime dite
«facilex» dquar application du mode opératoire décrit dans
I'annexe C.4-A de la Directive 92/69/CEE, qui est compatible avec la méthode
décrite dans la Ligne Directrice de 'OCDE 301 A adoptée le 17/7/32.

i Bl
Company Sanitized. Does not contain TSCA v
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6. METHODE D'ESSAI

6.1. Introduction

6.1.1. Principe

Un volume connu de milieu minéral ensemencé, contenant une concentration
connue de substance & étudier (entre 10 et 40 mg/l de COD) comme unique source
nominale de carbone organique, est aéré dans l'obscurité &8 22 + 2°C. Les
substances organiques dissoutes dans l'eau sont biodégradées par des micro-
organismes chimio-organotrophes, qui les utilisent comme seule source de carbone
et d'énergie. Le carbone organique restant en solution est mesuré au début et a la
fin de l'essai (en principe 28 jours) et & des intervalles de temps intermédiaires
suffisamment courts pour déterminer l'intervalle de 10 jours et le début et la fin de la

" biodégradation.

L'activité de l'inoculum est contrélée au moyen d'une substance de référence.
Simuitanément, on étudie les effets inhibiteurs éventuels de la substance d'étude
vis-a-vis de l'inoculum avec un mélange de ia substance de référence et de la
substance d'étude. Une série stérile permet également de vérifier si la-substance

peut subir une dégradation abiotique.

6.1.2. Références

-Aﬁnexe de la Direbtive CEE/92/69 ; Partie C. Méthodes de Détermination de
I'Ecotoxicité - C.4 Détermination de |la Biodégradabilité Facile, partie Il : Essai de
disparition du COD (méthode C.4-A). JOCE N°L 383 A du 29/12/92.

- Ligne Directrice de I'OCDE pour les essais de produits chimiques n°301 A : Essai
de disparition du COD, adoptée par le conseil le 17 juillet 1992.

- Plan d'étude du : 26/10/93 |

Essai de disparition du CODy,

- Plan Qualité n°4 . «Biodégradabilité Facile
édition 1, octobre 1993. .

6.1.3. Déviations

Company Sanitized. Does not contain TSCA CBI
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6.2. Matériel et produits

6.2.1. Matériel

Appareillage courant de laboratoire d'écotoxicologie et, notamment :

- Centrifugeuse : JOUAN CT 4-22 thermostatée ;

- Oxymeétre, conductimétre, pH-métre : combiné multifonctions Jenway 3410 ;
- Dispositif d’agitation : agitateurs Biolafitte placés dans un local thermostate ;

- Analyseur de COD : Beckman 915 ;

- Récipients pour essais : fioles erlenmeyers de 500 ml bouchés avec coton cardé et
gaze stérilisés au four & 170°C pendant 1 heure.

6.2.2. Produits et réactifs

Tous les réactifs utilisés pour la préparation du milieu sont de qualité "pour analyse".
L'eau provient d’'un appareil de production d'eau ultra-pure (ultrafiltration, échange
d'ions, charbon actif) muni d'un dispositif de mesure de la résistivité. La teneur en

COD de I'eau utilisée est vérifiée au début de I'essai (< 10 % du COD apporté par la
substance).

6.2.3. Substance de référence

Benzoate de sodium de qualité "pour analyse".

6.2.4. Inoculum

L'inoculum provient d'effluent secondaire de la station d'épuration biologique
urbaine de Versailles. L'effluent, prélevé le jour de I'ensemencement des flacons, est
centrifugé & environ 20°C pendant 20 mn & 4000 g ; le culot est repris dans un
volume de milieu d'essai tel que I'on ait un facteur de concentration d'environ 15 par
rapport & I'échantillon prélevé. Un incident technique n'a pas permis de réaliser une
numération sur échantillonneur pour bactéries totales Totalcount Millipore ; toutefois
un prélévement analogue réalisé quelques jours plus t6t et concentre 10 fois
présentait une concentration de : 3 x 105 bact/ml, soit 3 x 103 bact/mi dans le milieu
ensemence final (1% d'inoculum dans le milieu d'incubation). La clause de validité
concernant la dégradation de la substance de référence a permis a posteriori de

vérifier que I'inoculum était suffisamment actif.

Company Sanitized. Does not contain TSCA CB}
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6.3. Mode opératoire

6.3.1. Préparation des solutions

Le milieu d'essai est préparé selon les indications de 'annexe 3.

Le pourcentage de carbone dansM déterminé par analyse
yestde: 24,2 %

élémentaire (bulletin d'analyse en annexe 4

Une solution mere deH dans le milieu d'essai a 16,5 mg/mi
(correspondant a 4 mgCOD/ml) est utilisée a raison de 2,5 mi pour 250 mi de miliey,
soit finalement 40 mg COD/!

Une solution mére de benzoate de sodium (58,3 %C) dans le milieu d'essai & 6,94

" mg/ml, est utilisée a raison de 2,5 mi pour 250 ml de milieu, soit 40 mgCOD/I

6.3.2. Conduite des essais

| es essais sont réalisés dans des fioles de 500 ml, 2 raison de .

Série Flacons Inoculum | Solution Solution | Solution Milieu
mére mére chiorure d’essai
substance | substance ‘| mercurique
d'essai - de . aitgh
: reférence
Essai Ft1, Ft2 2,5mi 2,5mi g.s.p. 250
ml
Blanc Fb1, Fb2 2,5mi g.s.p. 250
mi
Controle Fc 2,5ml - 2,5ml q.s.p. 250
mi
Stérile Fs 2,5 mi 2,5 mi q.s.p. 250
mi
Adsorption Fa 2,5ml 25mi 25mi g.s.p. 250
ml
inhibition Fi 2,5mi 2,5mi 2,5mi q.s.p. 250
mi

Les fioles sont pesées a 0,1 g prés, bouchées a l'aide de coton cardé et mises a
incuber dans un agitateur situé dans une salle thermostatée & 22 + 2°C. Des
prélévements pour analyse du COD ont été effectués aux temps 0 (début de l'essai,

aprés homogénéisation), et 28 jours (fin de l'essai).

Avant les prélévements, les pertes d'eau dans les fioles dues & |'évaporation sont
mesurées par pesée et compensées par un ajout d'eau ultra-pure. Une fois
I'ajustement fait, les fioles sont homogénéisées et les échantillons sont prélevés. Les
prélévements sont centrifugés a 20°C environ ; les surnageants sont acidifiés par de
I'acide phosphorique concentré, dégazés a l'azote pendant 5 min environ, puis
analysés au moyen de I'analyseur de COD. Les bulletins d'analyse joints en annexe
4 indiquent les valeurs individuelles des mesures réalisées pour chaque échantillon.

Company Sanitized. Does not cantain Yo~ 4 ~ni Company Sanitize
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7. RESULTATS
7.1. Calcul

Les résultats obtenus sont rassemblés dans les tableaux en annexe 1.

On détermine pour chaque fiole, & chaque prélévement, le pourcentage d'élimination
du carbone organique dissous, Dt, suivant I'équation :

Dt{l_fi—_%}xmo

0“0

ou

. Dt = % de dégradation au temps t,

Co= concentration initiale moyenne de COD dans le milieu de culture
contenant la substance a étudier (mgCOD/),

Ci= concentration moyenne de COD dans le milieu de culture contenant la
substance a étudier, au temps t (mgCOD/I),

Cbho = concentration initiale moyenne de COD dans l'essai a blanc (milieu
_ minéral ensemencé) (mgCOD/I),

Cpt = concentration moyenne de COD dans I'essai & blanc (milieu minéral

ensemenceé) au temps t (mgCOD/1),

La fiole de dégradation abiotique (stérile) Fs permet de déterminer si une
dégradation due a des phénomeénes physiques ou chimiques a lieu. Elle permet
ainsi de vérifier les hypothéses de départ quant 2 la stabilité de la substance lors de

I'essai.

La formule de calcul de |a dégradation abiotique est la suivante :

Cyp~C
% de dégradation abiotique = —2— » 100
s(0)

avec:
Cs(0) = concentration en COD dans le témoin stérile au temps O
Cs(t) = concentration en COD dans le témoin stérile au temps t

La méme formule est utilisée pour le contréle d'adsorption Fa.

Lompany Sanitized. Does not contain TSCA CB)
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Le graphique montre le pourcentage de disparition du carbone organique dissoué en
fonction du temps pour les séries Ft, Fc, Fs, Fa et Fi (fioles d'essai, de référence, de
dégradation abiotique, de contréle d'adsorption et d'inhibition). '

Le niveau maximal de dégradation deH est de : 100 % en 5 jours.

La phase de latence pour la dégradation de la substance (temps écoulé entre le
début de I'essai et 10% de dégradation) est d'environ 0,5 jour et le pourcentage de
dégradation au bout de l'intervalle de temps de 10 jours suivant cette phase de

latence est > 95 %

La fiole Fs (stérile) montre qu'une dégradation, due a des phénomeénes physiques
ou chimiques, de ~ 10 % a eu lieu, ce qui n'est pas significatif. La fiole Fa (controle

~ d’adsorption) ne montre pas d'adsorption significative.

7.2. Clauses de validité de I'étude

La différence entre les valeurs extrémes obtenues pour Ft4 et Fip est inférieure &

L Ya 74

ZU /o.

Le pourcentage de dégradation de la substance de référence est supérieur 2 70 %
en 14 jours.

Dans la fiole Fi, la dégradation de la substance de référence n'a pas été inhibée par
la présence de la substance d'essai, comparativement au résultat de la série Fc.

Company Sanitized. Does not contain TSCA CBI
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8. CONCLUSIONS

L'étude de la biodégradabilité aérobie ultime «facile» dqd,selon la
méthode de l'annexe de la Directive 92/69/CEE, montre que cette substance

présente un niveau maximum de biodégradation de ~ 100 % en 5 jours.

Le pourcentage de dégradation au bout de l'intervalle de temps de 10 jours suivant
la phase de latence est > 95 % 4

Selon les indications de la Ligne Directrice de 'OCDE 301, une substance est
considérée comme facilement biodégradable selon cette méthode si uh niveau de
70 % de dégradation est atteint dans les 10 jours suivant le début de la phase de
dégradation (laquelie débute lorsque 10% du COD a été biodégradé). Ces 70 %

. doivent étre atteints dans la période d’'essai de 28 jours.

Selon ces criteres, le i_]peut étre considéré comme facilement

dégradable.

Company Sanitized. Does not contain TSCA CBI
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9.3. Annexe 3 - Milieu d’essai

Le milieu d'essai est réalisé a partir des solutions suivantes:

Solution a
Dihydrogénophosphate de potassium anhydre (KH2P04) 8,5
Monohydrogénophosphate de potassium anhydre (K2HPO4) 21,75

Monohydrogénophosphate de sodium dihydraté (NagHPO4,2H20) 33,4
Chiorure d'ammonium (NH4CI) 0,5
Eau ultra-pure, g.s.p. 1000

Joaaan

Le pH de ce mélange est de 7,4

" Solution b

27,5 g de chlorure de caicium anhydre (CaCl2) dans 1000 ml d'eau ultra-pure .

Solution ¢

22,5 g de sulfate de magnésium heptahydraté (MgS04,7H20) dans 1000 mi d'eau
ultra-pure.

Solution d

0,25 g de chlorure de fer(lll) hexahydraté (FeCl3,6H20) dans 1000 mi d'eau ultra-
pure. Cette solution est préparée le jour du début de I'essai

Pour 1 | de milieu, ajouter a 800 ml d'eau ultra-pure : 10 m! de solution a, 1 ml de
chacune des solutions b a d et compléter & 1000 m! avec de I'eau ultra-pure.

Company Sanitized. Does not contain TeAA ~RY
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Centre d'Application de Levallois

9.4. Annexe 4 - Bulletins d’analyses

Cette annexe est constituée de 8 feuillets non paginés a la suite de la présente

page.
P35 Company Sanitized. Does not comiain TSCA CBI
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CENTRE D'APPLICATION DE LEVALLOIS
LEVALLOIS-PERRET le 09 NOVEMBRE 1993.

BULLETIN D'ANALYSEQW«E

Destinataire
Référence analyse @ BOUTONNET JEAN-CHARLES
ANALYSES ENVIRONNEMENT

ATOCHEM LEVALLOIS

Votre demande : du 08/11/93

(——

{ —

'} Teneur en C - 23.9 - 24.5 % sur CARLO ERBA

Coll A COUTY
Copie P BROCEIER*
')’ Responsable d’analyse : MANTISI FREDERICK visa
; Bl | i
Company E;n;!ized. Does notcontain TSCAC — —
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CENTRE D'APPLICATION DE LEVALLOIS
LEVALLOIS-PERRET le 19 NOVEMBRE I993

BULLETIN D’ ANALYSE il {
Destinataire
Référence analyse ! J BOUTONNET JEAN-CHARLES
ANALYSES ENVIRONNEMENT

ATOCHEM LEVALLOIS

Votre demande : du 17/11/93

(R |

®
Biodegradabilite t 0] Analyse faite le 18/11/93
.;} FC - 40 - 40 - 42 mg/1 COD
FTL - 41 - 41.5 mg/1
T2 - 39 - 39 mg/l
S - 32 - 30.5 mg/l
A - 33 - 32.5 mg/l
E I - 76 - 75 ng/l
Bl - <3~ <3 nmg/l
B2 - <3~ <3 mg/l -
Milieu - <3- <3 mg/l
H20 UP - <3- <3 nmg/l
Coll A COUTY )
Copie P BROCHIER®

".x»«\ Responsable d’analyse : MANTISI FREDERICK visa

Q%E‘BE_BX Sanilized. Does not contain TSCA CBI = ~ -
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CENTRE D’'APPLICATION DE LEVALLOIS
LEVALLOIS-PERRET le 22 NOVEMBRE 1993

BULLETIN D’ANALYSEE—:(

Destinataire

Référence analyse E __] BOUTONNET JEAN-CHARLES

ANALYSES ENVIRONNEMENT
ATOCHEM LEVALLOIS

Votre demande : du 19/11/93

e

| — (

Biodegra&abilite t 2 Analyse faite le 19/11/93

FC - 12 -12 mg/l  CoD
FT1 - 22 -~ 22 mg/l
T2 - - 21 -21 mg/l
I - 41 - 39 - 40 mg/1
S - 28.5 - 27.5 mg/l
' A - 27 -28 mg/l
Bl ~ <3-<3mgsl
B2 - <3-<3m/l .

Coll A COUTY
Copie ¥ BROCEIERF

Responsable d’analyse : HANTISI FREDERICK visa

© ‘))J\
Compaiy Sanitized. Does not contain TSCA CB! \ //
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CENTRE D'APPLICATION DE LEVALLOIS
LEVALLOIS-PERRET le 23 NOVEMERE 1993

BULLETIN D’ ANALYSEM
» Destinataire
Référence analyse C—J : zgggggg'r E%Agam

ATOCHEM LEVALLOIS

Votre demande : du 22/11/93

L_—j

—
Biodegradabilite t 5j Analyse faite le 23/11/93
Sur BECKMAN 915 No 12888
F Tl - <3- <3 -4mg/l COD
T2 - <3- <3 mg/l
I - 4 - 3 mg/l
i s - 28.5 - 27 mg/1
A -  29.5 - 27 mg/l
. c - <3-<3 mg/1
Bl - <3-<3 mgsl
B2 -~ <3-<3 mg/l
Coll A COUTY
Copie-B: BROCEIER
Responsable d’analyse : MANTISI FREDERICK visa

) ‘ 5 A
Company Sanitized. Does not contain TSCA CBt 5 %
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CENTRE D'APPLICATION DE LEVALLOIS
LEVALLOIS-PERRET le 30 NOVEMBRE 1993

BULLETIN D’ANALYSE[—J
Destinataire
Référence analyse ? " -1 BOUTONNET JEAN-CHARLES
‘ ANALYSES ENVIRONNEMENT

ATOCHEM LEVALLOIS

Votre demande : di "25711/93

e |

b
e — |
\\ BiodegradalﬁLl;te t 8j Analyse faite le 25/11/93
./’ sur COT BECKMAN 12888 .
) F Tl -  6-6mg/l  COD
T2 - 6.5 -5mg/l
s - 29.5 - 28 mg/1
I - 7.5 - 6.5 mg/1
' A - 28 - 28.5 - 31 mg/1
Cc - 8 -7 mg/l
Bl - <3 -<3mg/l
B2 - <3 -<3mg/l

Coll A COUTY _
Copie P BROCHIER"

)

./ Responsable d’analyse : MANTISI FREDERICK visa

Company Sanitized. Does not contaln TSCA ray — e
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' - _' CENTRE D'APPLICATION DE LEVALLOIS
' LEVALLOIS-PERRET le 09 DECEMBRE 1993

BULLETIN D’ANALYSE_)
Référence analyse D]

Destinataire

BOUTONNET JEAN-CHARLES
ANALYSES ENVIRONNEMENT
ATOCHEM LEVALLOIS

Votre demande : du 29/11/93

N

Biodegradabilite t 12j - Analyse faite le 30/11/93
.> Sur COT 915 BECKRMAN No 12888
F Tl - 4 -3 mg/l coD
T2 - <3-4 mg/l
S - 27 - 29.5 - 30 mg/l
I - 4 -~ 4 mg/l
D A - 27 - 28.5 mg/l
c - €3-<3mg/1
) Bl - €3-<3mg/l
B2 - <3-<3mg/l
Coll A COUTY
Copie~P. BROCHIEK - ¢
ﬁ Responsable d’analyse : MANTISI FREDERICK vige

Company Sanitized. Does not contain TSCA €84
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, CENTRE D'APPLICAT|ON DE LEVALLOIS
% . LEVALLOIS—PERB._ET le 09 DECEHBRE 1993

BULLETIN D’ANALYSE?J
Destipataire

Référence analyse ‘-j BOUTONNET JEAN-CHARLES

ANALYSES ENVIRONNEMENT
ATOCHEM LEVALLOIS

Votre demande : du 02/12/93

S ————

—

Biodegradabilite t 15j Analyse faite le 2/12/93

.) Sur COT 915 BECKMAN No 12888
FT1 - 3.5-4 mg/l coD
T2 - 3 -3 mg/l
I - 4 - 4 mgsl
S - 27 -28 mg/l
A - 27 - 26.5 mg/l
C - <3-<3mg/l
Bl - <3-<3nmg/l
B2 - <3- 3 mg/1

Coll A COUTY
Copie EiBROCHEIER-

./J Responsable d’analyse : MANTISI FREDERICK visz

. TRA NRY
Company Sanitized. Does not contain "/_—\i 7L .






