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Résumé

Le présent document expose |les méthodes recommandées par Environnement Canada
pour I'exécution d'essais de |étalité sur des daphnies (Daphnia magna, D. pulex ou
I'une et I'autre especes).

Il présente les conditions et méthodes générales ou univer selles permettant de
réaliser des essais de |étalité aigué sur un large éventail de substances. 1l précise
d'autres conditions et méthodes propres a |'évaluation d'échantillons de produits
chimiques, d'effluents, d'élutriats, de lixiviats ou de milieu récepteurs. Lelecteur y
trouvera des instructions sur les conditions et les regles d'élevage des daphnies, |a
manipulation et le stockage des échantillons, lesinstallations d'essai requises, les
méthodes de préparation des solutions d'essai et de mise en route des essais, les
conditions prescrites pour les essais, les observations et mesures appropriées, les
résultats des essais, les méthodes de calcul et |'utilisation de produits toxiques de
référence.
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Abstract

This document describes methods recommended by Environment Canada for
performing acute lethality tests with daphnids (Daphnia magna and/or D. pulex).

General or universal conditions and procedures are outlined for undertaking an
acute lethality test using a variety of test materials. Additional conditions and
procedures are stipulated which are specific for assessing samples of chemicals,
effluents, elutriates, leachates, or receiving waters. Included are instructions on
culturing conditions and requirements, sample handling and storage, test facility
requirements, procedures for preparing test solutions and test initiation, specified test
conditions, appropriate observations and measurements, endpoints, methods of
calculation, and the use of reference toxicants.
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Avant-propos

Le présent document fait partie d'une série de méthodes recommandées pour mesurer
et évaluer |es effets bioaquatiques de substances toxiques. Ces méthodes on été
évaluées par la Direction de la protection de I’ environnement (DPE); elles sont
recommandeées pour |es applications suivantes:

 utilisation dans les laboratoires de toxicité aquatique d' Environnment Canada et
des provinces,

e essais confiés en sous-traitance par Environnement Canada ou demandés a des
organismes ou a des entreprises de I'extérieur;

* remplacement d'instructions plus précises, par exemple celles prévues dans des
reglements; et

» fondement pour I'établissement d'instructions trés explicites devant figurer, en
certaines circonstances, dans un protocole juridique ou une méthode de référence
normalisée.

Les différents types d'essais compris dans cette série ont été choisis parce gu'ils sont
acceptables aux fins des programmes de protection et de conservation
environnementales d'Environnement Canada. Ces documents visent a fournir des
lignes directrices et a faciliter I'utilisation de méthodes cohérentes, pertinentes et
exhaustives pour recueillir des données sur |es effets toxiques d'échantillons de
produits chimiques, d'effluents, d'éutriats, de lixiviats et de milieux récepteurs.

Dans le présent document, la mention d'appellations commer cial es ne constitue
nullement une recommandation de la part d'Environnement Canada; d'autres
produits de valeur semblable peuvent étre utilisés.
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Glossaire

Remarque: Toutes les définitions ci-apres sappliquent aux méthodes énoncées dans le présent
rapport; il se peut qu'elles ne soient pas adaptées a d'autres contextes.

Verbesauxiliaires
L'auxiliaire doit (doivent) est utilisé pour exprimer une obligation absolue.

L'auxiliaire devrait (devraient) et le mode conditionnd (il faudrait, etc.) sont utilisés pour indiquer que
la condition ou la méthode en cause est recommandée et doit étre respectée dans la mesure du
possible.

L'auxiliaire peut (peuvent) indique qu'on est autorisé afaire une chose ou en mesure de lafaire.
Termestechniques généraux

Acclimatation - Adaptation physiologique a un niveau précis d'une ou de plusieurs variables
environnementales, par exemple latempérature. Ce terme sapplique généralement a des conditions
controlées en laboratoire.

Conductivite - Expression numérique de la capacité d'une solution aqueuse de transporter un courant
électrique. Cette capacité dépend des concentrations des ions en solution, de leur valence et de leur
mobilité, ains que de latempérature de la solution. La conductivité sexprime normalement en milli
siemens par métre (unité Sl), ou en umho/cm (1 mS/m = 10 umhos/cm).

Conformité - Fait de respecter les exigences du gouvernement en matiére de réglementation ou de
délivrance de permis.

Daphnie - Invertébré micro crustacé d'eau douce, communément appel é puce d'eau. Daphnia magna et
D. pulex sont deux espéces de daphnies.

Disper sant - Substance chimique qui réduit la tension superficielle entre I'eau et une substance
hydrophobe (p. ex., du pétrole), ce qui facilite la dispersion de cette substance dans |'eau sous forme
d'émulsion.

Dureté - Concentration, dans |'eau, de cations réagissant avec une solution savonneuse de sodium pour
entrainer la précipitation d'un résidu insoluble. En régle générale, ladureté correspond ala
concentration d'ions de calcium et de magnésium dans |'eau et sexprime en mg/L de carbonate de
calcium ou I'équivalent.

Elevage - Ensemble des animaux qu'on é éve dans des conditions contrél ées afin d'obtenir, par
reproduction, des organismes devant étre soumis a des essais.

Emulsifiant - Substance chimique qui facilite le méange fin (sous forme de minuscules gouttel ettes),
dans I'eau, d'une substance normalement hydrophobe.
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Floculation - Formation d'un précipité |éger en suspension (floc) dans une solution.

L ux - Unité Sl d'éclairement, mesurant |'intensité lumineuse par métre carré. 1 lux = 0,0929 pied-
bougie; 1 pied-bougie = 10,76 |ux.

Néonate - Individu né ou éclos depuis peu (daphnie au premier stade larvaire, agée de 24 h ou moins).

pH - Logarithme négatif de I'activité des ions d’hydrogene, mesurée par leur concentration en
équivalents grammes par litre. Cette valeur exprime le degré ou l'intensité des réactions acides et
alcalines selon une échelle de 0 a 14, ou le nombre 7 représente la neutralité et les nombres inférieurs
correspondent, en ordre décroissant, a des réactions acides de plus en plus fortes; les chiffres
supérieurs a 7 indiguent, en ordre croissant, des réactions basiques ou alcalines de plus en plus
fortes.

Photopériode - Durée d'éclairement et d'obscurité au cours d'un cycle de 24 h.

Pour centage (%) - Concentration exprimée en parties par centaine. Un pour cent représente une unité
ou partie de matiére (p. ex., effluent, dutriat, lixiviat ou milieu récepteur) diluée dans|'eau, jusqu'a
concurrence de 100 parties. On peut préparer des concentrations en masse par unité de masse ou en
volume par unité de volume; on les exprime en pourcentage de la matiéere en cause dans la solution
définitive.

Précipitation - Formation d'un solide (précipité) a partir d'une solution.

Prétraitement - Dans le présent rapport, traitement d'un échantillon ou de sa dilution avant I'exposition
des daphnies.

Salinité - Quantité totale, en grammes, de solides dissous dans 1 kg d'eau de mer. Elle se détermine
apres conversion de tous les carbonates en oxydes, apres remplacement de tous les bromures et
iodures par des chlorures et aprés oxydation de toutes |es matieres organiques. La salinité peut aussi
se mesurer directement gréce a un salinimétre/conductimetre ou par d'autres moyens (APHA et al.,
1989). Elle sexprime habituellement en parties par millier (%o).

Surfactant - Substance chimique active en surface (p. ex., un détergent) qui, gjoutée a un liquide non
agueux, en diminue latension superficielle et facilite la dispersion des matiéeres dans |'eau.

Surveillance - Activités de vérification de la qualité ou de collecte et de communication de données,
effectuées de fagon réguliére (p. ex., quotidienne, hebdomadaire, mensuelle ou trimensuelle). Dans
le contexte du présent rapport, ce terme sapplique ala vérification et ala mesure périodiques
(réguliéres) de certaines variables biologiques ou de la qualité de l'eau, ains qu'au pré évement et a
I'essai d'échantillons d'effluents, d'élutriats, de lixiviats ou de milieux récepteurs pour la mesure de
leur toxicité.

Turbidité - Degré de réduction de la clarté de |'eau par |a présence de matiéres en suspension ou autres
qui entrainent ladiffusion et I'absorption de lalumiére, plutét que sa transmission en ligne droite
dans I'échantillon. Laturbidité sexprime généralement en unités de turbidité néphélométrique.



Termes désignant les substances d’ essais

Controle - Traitement reproduisant I'ensemble des conditions et facteurs qui pourraient influencer les
résultats d'une enquéte ou d'une étude, al'exception de la condition particuliere faisant I'objet de cette
étude. Dansun essai de toxicité aguatique, le contréle doit reproduire toutes les conditions du ou des
traitements d'exposition, mais ne pas renfermer la substance a expé&rimenter. Le contrdle est utilisé
pour établir I'absence de toxicité mesurable en raison de conditions de base de l'essai (p. ex., qualité
de I'eau de contrdle/de dilution, état de santé ou la manipulation des organismes soumis al'essai).

Eau d'amont - Eau de surface (p. ex., d'un ruisseau, d'uneriviére ou d'un lac) qui n'est pas soumise a
I'influence de |a substance a expérimenter, du fait qu'elle se trouve contre le courant ou assez loin
perpendiculairement a celui-ci.

Eau de contréle/de dilution - Eau utilisée pour le contrdle, pour diluer la substance a expérimenter ou a
I'une et I'autre de cesfins.

Eau dedilution - Eau utilisée pour diluer la substance a expérimenter afin d'en préparer différentes
concentrations pour les divers traitements des essais de toxicité.

Eau déchlor ée - Eau chlorée (généralement, eau potable municipale) qu'on atraitée afin d'en éliminer le
chlore et ses composés en solution.

Eau désionisée - Eau qu’on afait passer atravers des colonnes de résine afin d'en extraire lesions et de
lapurifier.

Eau distillée - Eau qu’on afait passer atravers un appareil de digtillation (au verre borosilicaté ou autre)
afin d'en diminer lesimpuretés.

Eau reconstituée - Eau désionisée ou distillée au verre alaquelle des produits chimiques réactifs ont éé
gjoutés. L'eau douce synthétique qui en résulte est exempte de contaminants et possede le pH et la
dureté souhaités.

Eau usées - Terme généra englobant les effluents, leslixiviats et les élutriats.

Effluent - Tout déchet liquide (industriel ou urbain) rejeté dans |'environnement aquatique.

Elutriat - Solution agueuse obtenue aprés avoir gjouté de I'eau & un déchet solide (p. ex., stériles ou
boues de forage ou de dragage), avoir agité le mélange, puis 'avoir centrifugé ou filtré ou avoir

décanté le surnageant.

Lixiviat - Eau ou eau usée ayant traversé une colonne de sols ou de déchets solides dans
['environnement.

Milieu récepteur - Eau de surface (p. ex., dans un cours d'eau) ou des déchets ont été ou sont sur le
point d’ étre déversés (p. ex., immédiatement en amont du point de rejet). D'autres termes doivent
étre employés afin de préciser |e sens de ce terme dans son contexte.
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Produit chimique - Dans le présent rapport, se dit de tout é ément, composé, formule ou mélange de
substances chimiques qui peut se retrouver dans I'environnement aquatique par déversement,
application ou rejet. Lesinsecticides, les herbicides, les fongicides, les larvicides employés contre la
lamproie marine et les agents de traitement des déversements de pétrole sont des exemples des
produits chimiques qui se retrouvent dans |'environnement.

Produit toxique deréférence - Produit chimique étalon utilisé pour mesurer la sensibilité des
organismes soumis al'essai afin d'établir les limites de confiance des données de toxicité recueillies
sur une substance a expérimenter. Dans la plupart des cas, on exécute un essai de toxicité sur un
produit toxique de référence afin d'évaluer la sensibilité des organismes au moment de I'étude d'une
substance a expérimenter, ainsi que la précision des résultats obtenus par e laboratoire.

Termes detoxicologie

CES50 - Concentration efficace 50, soit la concentration que est censée causer un effet particulier, 1étal ou
non |étal, pour 50 % des organismes soumis al'essai. L'effet particulier doit étre précisé. ains que la
durée d'exposition (p. ex., CE50 d'inhibition de la mobilité aprés 48 h).

CL50 - Concentration |étale 50, soit la concentration dans I'eau d'une substance qui est censée étre |étae
pour 50 % des organismes soumis al'essai. La CL50 et seslimites de confiance a 95 % s'obtiennent
généralement par analyse statistique des mortalités dans plusieurs concentrations d'essai, apres une
duréefixe d'exposition. La durée d'exposition doit étre précisée (p. ex., CL50 apres 96 h).

Essai arenouvellement continu - Essai de toxicité pendant lequel les solutions des réservoirs d'essai
sont renouvel ées en continu par I'apport constant d'une solution fraiche ou par un apport intermittent
fréquent.

Essai a renouvellement périodique - Essal de toxicité pendant lequel les solutions d'essai sont
renouvel ées périodiquement, généralement aux 24 heures. Syn. Renouvellement, semi-statique, a
renouvellement sequentiel.

Essai detoxicité - Détermination de |'effet d'une substance sur un groupe d'organismes sélectionnés,
dans des conditions définies. Un essai de toxicité aguatique permet généralement de mesurer dans
guelle proportion des organismes sont affectés par une exposition a des concentrations particuliéres
de produits chimiques, d'effluents, d'élutriats, de lixiviats ou de milieux récepteurs.

Essai statique - Essai de toxicité pendant lequel les solutions d'essai ne sont pas renouvel ées.

Evaluation d'identification de la toxicité - Prétraitement systématique d'un échantillon (p. ex.,
correction du pH, filtration, aération), suivi d'essais de toxicité aiglie. Cette évaluation permet de
définir le ou les agents causals qui sont |les principaux responsables de latoxicité aigué dans un
mélange complexe.

Evident - Clairement discernable dans les conditions d'essai utilisées.
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I mmobilité - Inaptitude a la nage pendant les 15 secondes suivant une légere agitation de la solution
d'essai, méme se les daphnies peuvent encore bouger leurs antennes.

L éal - Qui entraine lamort par action directe. Dans le cas de ladaphnie, on entend par «mort» la
cessation de tous les signes visibles de mouvement ou d'activité, notamment en ce qui concerne les
antennes, les pattes abdominales, et |e battement cardiaque, observés au microscope.

Résultat - Variable (p. ex., le délai, laréaction des organismes soumis al'essai) indiquant lafin d'un
essai; mesure ou valeur dérivée caractérisant |'effet de la substance a expérimenter (CL50, TL50,
etc.).

Sublétal - Nocif pour les organismes, mais en dega du niveau qui entraine directement la mort pendant
ladurée del'essal.

TL50 - Temps létal 50, soit la durée d'exposition qui est censée entrainer 50 % de mortalité au sein d'un
groupe d'organismes détenus dans une solution d'essai particuliere. Cette valeur sestime le mieux
par un représentation graphique.

Toxicité - Capacité propre d'une substance de provoquer des effets nocifs chez des organismes vivants.
Toxicitéaigué - Effet nocif discernable (Iétal ou sublétal) provoqué chez les organismes soumis al'essai

dans une courte période d'exposition courte a une substance a expérimenter, soit généralement 48 h
ou moins dans le cas des daphnies.
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Section 1

Introduction

1.1 Contexte

On ne peut sattendre a ce qu'un seul organisme
ou une seule méthode d'essai répondent auix
besoins d'une démarche globale en matiere de
conservation et de protection de I'environnement.
Pour mettre en oeuvre les mesures préventives et
correctives nécessaires afin de gérer
I'environnement, il faut pouvoir faire appel aune
batterie d'essais de toxicité aguatique bien définis
et triéssur levolet. Sergy (1987), en
collaboration avec le Groupe
intergouvernemental sur latoxicité aquatique
(consulter laliste des membres al'annexe A), a
proposé une série d'essais qui seraient
généralement acceptables et qui permettraient de
mesurer différents types d'effets toxiques chez
divers organismes. L'essal de |étalité aigle sur
les daphnies est I'un des essais de toxicité
aguatique «de base» qu'on a choisi de normaliser
de sorte quil permette de respecter les exigences
d'Environnement Canada en matieres d'essais.

Le présent rapport décrit les méthodes
universelles qui sappliquent atout essai de
|étalité aigué ou d'inhibition de la mobilité chez
Daphnia magna ou D. pulex exécuté dans des
conditions contrélées en laboratoire. 1l présente
€galement des ensembles particuliers de
conditions et de méthodes, prescrits ou
recommandés lorsqu'on utilise des sde
|étalité aigué pour I'évaluation de différents types
de substances (a savoir des échantillons de
produits chimiques, d'effluents, d'éutriats, de
lixiviats ou de milieux récepteurs) (figure 1). Les
méthodes et conditions particuliéres applicables a
la conduite de I'essai et a sanormalisation sont
définies et, au besoin, anaysées dans des notes
en bas de page. En mettant au point ces
méthodes, on sest efforcé de mettre en balance
des considérations scientifiques, pratiques et
financieres, en plus de velller ace queles

résultats soient assez exacts et précis pour la
majorité des cas d'application des méthodes.

Les auteurs ont supposé que le lecteur connait
déja, dans une certaine mesure, les essais de
toxicité aquatique. Le présent document ne
renferme pas d'instructions explicites sur tous les
détails, comme celles qui peuvent savérer
nécessaires dans un protocole réglementaire
particulier; néanmoins, il est destiné a servir de
document directeur pour cette application et
d'autres utilisations.

1.2 Répartition de |’ espéce et utilisation
antérieure pour desessais

Les daphnies sont des micro crustacés d'eau
douce, généralement connus sous le nom «puce
d'eau», qui appartiennent al'ordre (ou sous-ordre)
des cladocéres. D. pulex atteint une longueur
maximale d'environ 3,5 mm, alors que D. magna
atteint de 5 a6 mm. Ces espéces invertébrées
constituent un élément important du zooplancton
d'eau douce dans e monde entier (Herbert, 1979)
et peuvent étre les herbivores dominants dans les
lacs. D. magna habite les lacs et les étangs; on la
retrouve dans les eaux du nord et de I'ouest de
I'Amérique du Nord dont la dureté atteint des
valeurs supérieures a 150 mg/L (Pennak, 1978;
Greeneet al., 1988). Moinsgrosse, D. pulex
habite essentiellement les étangs, les sections
calmes des cours d'eau et, dans une moindre
mesure, les lacs des quatre coins de I'Amérique
du Nord, ades endroits ou |'eau peut étre douce
ou tres dure (EPA, 19853).

Les daphnies constituent un bon choix pour
I'exécution courante d'essais de toxicité dans les
|aboratoires du Canada, pour un certain nombre
deraisons:
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» Au Canada, on lesretrouve un peu partout dans
les nappes d'eau douce et dans un large éventail
d'habitats.

* Elles constituent un lien important dans de
nombreuses chaines alimentaires aquatiques et
représentent une source appréciable de
nourriture pour les juvéniles des salmonidés et
d'autres espéces de poissons.

* Ellesont un cycle de vie relativement bref et
sont assez faciles a élever en laboratoire.

* Elles sont sensibles a un large éventail de
contaminants aquatiques et sont trés souvent
utilisées dans des essais visant a évaluer la
toxicité de produits chimiques et d'effluents.

» Enraison deleur petitetaille, on n'abesoin que
de faibles volumes d'eau pour les essais, ce
facilité le prélévement et le transport des
échantillons d'eaux usées.

A I'éranger, les daphnies (D. magna, D. pulex ou
I'une et 'autre espéces) sont fréquemment
utilisées, depuis quel ques années, pour
['évaluation de la |l étalité aigué de substances a
expérimenter dans des conditions de laboratoire
définies (Pays-Bas, 1980; OCDE, 1981; BHSC,
1982; 1S0O, 1982; AFNOR, 1984; Groupe
intergouvernemental sur la toxicité aquatique,
1986). Aux Etats-Unis, on a également mis au
point des méthodes d'essai normalisées sur D.
magna ou D. pulex pour connaitre latoxicité
aigué d'échantillons d'effluents et de produits
chimiques (EPA, 1982; Plotkin et Ram, 1983;
ASTM, 1984, EPA, 1985a; 1985b; 1987; APHA
et al., 1989) ou pour analyser latoxicité de sites
de déchets dangereux (Greeneet al., 1988). Au
Canada, certaines provinces ont récemment
ébauché ou publié des documents de
méthodologie pour laréalisation d'essais de
|étalité aigué sur des daphnies avec des
échantillons d'effluents (Colombie-Britannique,
1988; Poirier et al., 1988; BNQ, 1990). Partout
au Canada, les |aboratoires d'Environnement
canada (annexe A) disposent des compétences
voulues pou I'exécution d'essais de | étalité aigué

sur des daphnies, mais les méthodes utilisées
différent |égerement d'un établissement aun
autre et aucune méthodologie «normalisée» n'a
encore été élaborée ni adoptée (Sergy, 1987).

Les méthodes d'essai particuliéres exposées dans
les documents de méthodol ogi e existants sont
suffisamment variées pour qu'on ne puisse
garantir de résultats comparables pour différents
essals portant sur des daphnies. En outre, ces
documents passent sous silence de nombreuses
questions de méthodologie (p. ex., celles
concernent les influences modificatrices du pH
ou de ladureté de I'eau d'essai); ils ne prévoient
pas les mémes résultats et limitent I'application
des essais quant aleur contexte, aleur objet ou
au type de substance a expérimenter. L'annexe B
donne un apercu des variables et des méthodes
exposées dans |es rapports de méthodologie
actuds. Le présent document vise adéfinir une
méthodol ogie canadienne «normaliséex» pour
I'exécution, au moyen de daphnies, d'essais de
toxicité létale aigué (ou dinhibition aigué de la
mobilité) portant sur diverses substances a
expérimenter.

Les questions dont nous venons de traiter ont é&té
prises en considération dans I'éaboration du
présent rapport. Laméthodologie qu'il expose
est congue pour des daphnies acclimatées en eau
douce et pour des solutions d'essal
essentiellement constituées d'eau douce (c.-a-d.
dont la salinité est inférieure ou égale a 10 %o) ou
constituées d'eau salée mais devant ensuite étre
rejetées dans des eaux douces, elle fait en outre
appel ade l'eau douce comme eau de contrble/de
dilution. On peut I'utiliser dans d'autres
contextes mais, dans certains cas, |'incidence
réelle ou potentielle de substances données sur
I'environnement d'eau douce est encore al'étude.
Il est possible d'utiliser d'autres essais, sur des
especes acclimatés al'eau de mer, pour
déterminer I'incidence réelle ou potentielle de
substances dans | es environnements estuariens ou
marins, ou encore pour évaluer des solutions
d'essai d'une salinité supérieure a10 %o qui
doivent étre rejetées dans de tel's environnements.



Section 2

Organismes soumis a |'essai

2.1 Especes

Il faut utiliser, dans un de toxicité donne,
soit Daphnia magna, soit Daphnia pulex (figure
2). Lechoix de I'espéce dépend de la dureté de
I'eau de controle/de dilution. D. pulex peut étre
utilisée dans tous les cas, maisil est recommandé
d'y avoir recours si la dureté de |'eau de
contréle/de dilution est inférieure 280 mg/L; on
peut se servir de D. magna lorsque la dureté de
I'eau est supérieure ou égale a cette valeur?.

2.2 Cyclebiologique

On doit utiliser des daphnies néonates (&gees de
24 h ou moins) pour lesessais. On les obtient en
transférant des femelles gravides des réservoirs
d'élevage a de plus petits contenants d'eau
d'élevage/de controle/de dilution, 24 h avant le
début del'essai. Il est recommandé d'gjouter de
lanourriture et, au besoin, des nutriments a cette
eal (section 2.4.10) afin d'accroitre la proportion
d'adultes qui muent et libérent leur couvee. 1l est
souhaitable, mais non nécessaire, de connaitre

& Les néonates de D. magna sont plus grosses et plus
faciles a observer dans les solutions d'essai. Cependant,
cette espece ne se retrouve, dans la nature, que dans de
I'eau d'une dureté supérieure a 150 mg/L (Pennak, 1978), et
son utilisation dans des solutions d'eau douce peut donner
lieu a des mortalités provoquées par le stress osmotique
(Greene et al., 1988). Le stress sublétal provoqué par une
dureté inférieure de I'eau pourrait aussi avoir une incidence
sur la résistance des organismes a la substance a
expérimenter. Etant donné que D. pulex vit naturellement
tant dans les eaux douces que dans les eaux dures, on en
recommande |'utilisation pour les solutions d'essai dont la
dureté est inférieure a 80 mg/L.

Selon des études inédites d'Environnement Canada (PE,
région de |I'Atlantique), au moins certaines souches de D.
magna élevées en laboratoire peuvent survivre et se
reproduire normalement dans de I'eau dont la dureté est
supérieure ou égale a 25 mg/L. Cependant, de I'eau plus
douce peut provoquer des mortalités aigués. Une dureté
supérieure ou égale a 80 mg/L est donc recommandée pour
I'élevage de D. magna et les essais sur cette espéce.

I'&ge des femelles et de les utiliser versle milieu
de leur période de reproduction (c.a-d.,
lorsgu'elles ont entre deux et quatre semaines;
voir les section 2.4.3 et 4.2).

2.3 Source

On peut se procurer des élevages de D. magna ou
de D. pulex aupres de maisons commerciaes de
fournitures biologiques et de laboratoires du
gouvernement. Pour obtenir des conseils sur les
sources de daphnies convenant a l'exécution
d'essais de toxicité aquatique, on peut
communiquer avec les bureaux régionaux dela
Protection de I'environnement (annexe A).

Pour lancer un élevage, tres peu d'organismes
sont nécessaires (de 20 a30). Si I'on ades doutes
sur I'espéce de daphnies, il faut la confirmer, sur
le plan taxonomique, au moyen d'un examen
microscopique de lataille et du nombre des
épines sur lagriffe post-abdominale (figure 2)
(Pennak, 1978; EPA, 1985a). Tousles
organismes utilisés au cours d'un essai doivent
provenir du méme élevage.

24 Elevage

24.1 Généralités

Les conditions et méthodes recommandées pour
I'élevage des daphnies sont exposées ci-apres; le
lecteur en trouvera un résume au tableau 1. Ces
conditions et méthodes visent a laisser une
certaine marge de manoeuvre aux divers
laboratoires, tout en normalisant les conditions,
qui, s elles n’ étaient pas contrélées, pourraient
influer sur lasanté et le rendement des
organismes.

Certaines méthodes d'él evage fructueuses sont
couramment utilisées au Canada et ailleurs (EPA,
1982; ASTM, 1984; EPA, 1985a; Greeneet al.,
1988; Poirier et al., 1988; BNQ, 1990). Le
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Tableau 1 Liste decontrdéledesconditions et méthodes recommandées pour |'éevage des

daphnies

Source de daphnies Maisons de fournitures biologiques ou laboratoires du gouvernement; espece
confirmée par examen microscopique.

Eau Eau de surface ou souterraine non contaminée, eau municipal e déchlorée ou
eal reconstituée; I'eau doit étre remplacée au moins une foispar semaine et la
densité des daphnies réduite a 20 par litre.

Température 20 + 2 °C pendant deux semaines aux moins avant I'essai.

Oxygénation/aération

pH

Dureté

Qualité del'eau

Eclairement

Alimentation

Manipulation

Criteres de santé

Oxygene dissous de 60 a 100 % de saturation, maintenu au besoin par agration
avec del'air filtré et exempt d'huile.

Entre 6,0* et 8,5 de préférence entre 6,5 et 8,5.

Correspondant, a 20 % preés, a celle de I'eau de controle/de dilution,
pendant sept jours au moins avant |'essal.

Température, oxygene dissous et pH surveillés dans chague réservoir de
élevage, de préférence chaque jour.

Eclairage fluorescent, de préférence «blanc froid»; entre 400 et 800 lux ala
surface; lumiere pendant 16 £ 1 h, obscurité pendant 8 £ 1 h.

Cultures d'algues avec ou sans suppléments (p. ex., YCT).

Manipulation minimale, en prenant toutes | es précautions nécessaires pour
verser, siphonner ou pipetter.

Geénitrices sans éphippium; 25 % ou moins de mortalité pendant la semaine
précédant I'essai; &ge maximal de 12 jours ala premiére couvée; femelles de

deux acing semaines, pour assurer une moyenne de 15 néonates ou plus.

* Pour I'élevage de D. magna, on devrait utiliser des eaux dont le pH est supérieur a 7,4 et la dureté supérieure

ou égale a 80 mg/L.



présent document n'a pas pour objet de reprendre
en détail |es renseignements concernant ces
méthodes; les personnes qui souhaitent lancer des
élevages de daphnies sont donc invitées a
examiner les publications indiquées pour obtenir
de plus amples renseignements sur les méthodes
éprouvées d'élevage de ces organismes. Les
recommandations et exigences suivantes visent a
assurer un degré supérieur de normalisation et de
contréle de la qualité dans la production de
daphnies en vue d'essais de toxicité aquatique.

2.4.2 Insallations

Les daphnies doivent étre élevées et conservees
dansun laboratoire. L'aimentation en air devrait
étre exempte d'odeurs et de poussiéres
détectables. Idéalement, I'installation d'éevage
devrait éreisolée del'ingtalation d'essal, afin
d'éviter ou de réduire les risques de
contamination des élevages par les produits
volatils libérés par les échantillons et les
solutions d'essai.

Les réservoirs et accessoires en contact avec des
organismes et les milieux d'élevage doivent étre
fabriqués de matériaux non toxiques (p. ex.,
verre, acier inoxydable, Nalgene”©, porcelaine ou
polyéthyléne). Pour les élevages en masse, on
recommande |'usage d'aguariums de verre ou de
bocaux a ouverture large d'une capacité de 3 L ou
plus, éant donné qu'ils permettent d'observer
facilement les daphnies.

Les matériaux comme le cuivre, lelaiton, le
métal galvanisé, le plomb et |e caoutchouc
naturel ne doivent pas entrer en contact avec les
réservoirs ou lesmilieux d'élevage, ni avec les
échantillons et réservoirs dessai. On devrait
couvrir les réservoirs d'élevage, afin de les mettre
al'abri dela poussiére et de minimiser
I'évaporation.

2.4.3 Gestion des élevages
Dans les élevages de masse de 3 L ou plus, I'eau
de chague réservoir devrait étre replacée presque

entiérement, au moins une fois par semaine’
(EPA, 1982; Greeneet al., 1988). Ladensité de
la population de daphnies devrait alors étre
réduite a environ 20 animaux ou moins par litre.
Une valeur inférieure peut permettre d'obtenir
des résultats plus satisfaisants, et une densité
d'élevage de seulement quatre D. magna adultes
par litre a été recommandée ailleurs, afin d'éviter
la production d'éphippiums (Cowgill, 1989). II
est souhaitable de disposer d'au moins cing
réservoirs d'éevage pour chague espece servant
aux essais’.

D'autres méthodes ont été fructueuses; par
exemple, on a utilisé des bocaux d'éevage de
1L, en nourrissant les daphnies et en changeant
I'eau trois fois par semaine. Selon cerégime, il
faudrait réduire la densité des daphnies
conformément ala vaeur normalisée de 20
animaux ou moins par litre.

Une solution de rechange recommandée consiste
alancer de nouveaux élevages chague semaine,
en utilisant de I'eau nouvelle et des néonates
provenant de I'élevage de |la semaine précédente.
Il faudrait conserver des élevages de trois
générations successives (soit les meres, lesfilles
et les petite-filles), en prévoyant des réservoirs en
double pour chaque &ge. Aingi, on pourrait
toujours disposer d'adultes de deux acing
semaines capables de fournir des néonates pour
les essais (section 4.2).

P S le milieu n'est pas remplacé au moins une fois par
semaine et la densité de la population réduite a un niveau
admissible (<20/L, PE, région de I'Atlantique), les déchets
accumulés pourraient entrainer un effondrement de la
population ou la production de males, d'éphippiums ou des
deux (Green et al., 1988). On trouvera dans Greene et al.
(1988) des détails sur une technique de siphonnage
permettant de remplacer 90 % du milieu d'élevage.

¢ Desél evages multiples permettent de prévenir la perte de
toute une population en raison d'effondrements de la
population dans un ou plusieurs réservoirs (EPA, 1985a).



2.4.4 Eclairement

L'éclairement devrait étre entre 400 et 800 lux a
la surface de I'eau; idéalement, lalumiére devrait
tendre vers|'extrémité violette du spectre (indice
de rendu des couleurs supérieur ou égal a 90)
(Buikema, 1973; ASTM, 1984; Poirier et al.,
1988). Des appareils fluorescents blanc froid sont
indiqués, mais on peut utiliser d'autres sources
d'éclairage (p. ex., des fluorescents a spectre
continu), alacondition de pouvoir respecter les
critéres de santé définisala section 2.4.12. La
photopériode doit normalement correspondre &
une séquencede 16 + 1 hdelumiéreet8+ 1 h
d'obscurité’.

245 Eau

L'eau pour |'élevage des daphnies peut consister
en un approvisionnement non contaminé d'eau
souterraine ou de surface, d'eau potable
municipal e déchlorée ou d'eau reconstituée,
corrigée pour obtenir une dureté particuliere
(sections 2.4.9, 4.1 et 5.3); il peut aussi sagir
d'un échantillon de milieu récepteur «en amont»,
prélevée dans la nappe d'eau visée par |'essai.
Cette eau devrait favoriser de fagon constante et
fiable lasurvie, lasanté, le développement et la
reproduction des daphnies. Afin d'assurer une
bonne qualité de I'eau, il faudrait effectuer, aussi
souvent que nécessaire, des controles et des
évaluations des variables comme la dureté,
I'adcalinité, le chlorerésidud (si I'on utilise de
I'eau municipale), le pH, le carbone organique
total, la conductivité, les solides en suspension,
I'oxygéne dissous, les gaz totaux dissous, la
température, |'azote anmoniacal, les nitrites, les
métaux et I'ensembl e des pesticides
organophosphorés.

Sil faut utiliser deI'eau potable municipal e pour
I'éevage des daphnies et comme eau de
controle/de dilution, il faut la soumettre & une

4 Un longue période d'éclairement diurne (16 + 1 h)
stimule la reproduction asexuelle (nécessaire pour I'essai),
alors que de bréves périodes d'éclairement stimulent la
reproduction sexuelle (Buikema et al., 1980).

déchloration efficace, de sorte qu'elle soit
exempte de toute concentration nocive de chlore.
Lateneur en chlore résiduel total des élevages et
de I'eau de contrdle/de dilution dans les
récipients d'essai ne devrait pas dépasser

0,002 mg/L (CCMRE, 1987). Pour atteindre cet
objectif, il est recommandé d'utiliser des filtres
de charbon activé (charbon d'os), puisun
rayonnement ultraviolet (Armstrong et Scott,
1974)°; par ailleurs, on peut aussi conserver |'eau
dans des réservoirs et |'aérer vigoureusement
pendant au moins 24 h apres lafiltration au
charbon. Dansles castrés difficiles, on pourrait
encourager la croissance d'algues dans les
réservoirs d'aération de I'eau afin d'diminer le
chlorerésiduel, puis filtrer I'eau avant de I'utiliser
avec les daphnies.

L'eau d'élevage ne doit pas étre sursaturée en gaz.
Si on alieu de croire qu'il peut y avoir
sursaturation, on devrait vérifier fréguemment la
pression de gaz totale de |'alimentation en eau
(Bouck, 1982). Si lasaturation en gaz dissous
dépasse 100 %, il faut recourir a des mesures
correctives (p. ex., l'utilisation de colonnes
d'aération ou une aération vigoureuse dans un
réservoir ouvert). |l n'est pasfacile d'éiminer
complétement la sursaturation; si I'on sait ou s
['on soupgonne que ce probleme existe, il faudrait
effectuer fréqguemment des contrdles.

Latempérature de I'eau, sateneur en oxygene
dissous et son pH devraient étre controlés dans
chague élevage, de préférence chaque jour.

24.6 Température

Latempérature de I'eau d'élevage devrait étre de
20 + 2° C. Unincubateur, un bain-marie, une
piece a température contrdlée ou un chauffe-

€ L'addition de thiosulphate ou d'autres produits chimiques
al'eau pour enlever le chlore résiduel n'est pas
recommandée. Ces produits chimiques pourraient
emprisonner les métaux traces essentiels a la santé des
daphnies ou, s'ils se retrouvaient dans I'eau de dilution, ils
pourraient modifier la toxicité de I'échantillon.



aguarium peuvent servir arégler latempérature.
Si les élevages se retrouvent a une température
inférieure ou supérieure, il faudrait la corriger
progressivement (araison d'au plus 3° C/d) pour
laramener 420 + 2° C, et lamaintenir ace
niveau pendant au moins deux semaines.

2.4.7 Oxygene dissous

L'eau destinée aux éevages devrait étre aérée
vigoureusement avant usage, de sorte qu'elle soit
saturée d'oxygene et exempte de toute
sursaturation en gaz. Apres|'aération, il faudrait
lalaisser reposer pendant environ 0,5 h avant de
['utiliser dans les élevages, pour permettre aux
bulles d'air de se dissiper et pour favoriser la
mise en équilibre définitive du pH ainsi que de
I'oxygene et des autres gaz dissous.

Lateneur en oxygene dissous des élevages ne
devrait pas étre inférieure a 60 % de saturation en
air. Afin delamaintenir ace niveau, on devrait
assurer, au besoin, une |égére aération de chaque
€élevage au moyen d'air comprime filtré et exempt
d'huile (OCDE, 1981; EPA, 1982; Greeneet al.,
1988; Poirier et al., 1988).

248 pH

Le pH del'eau utilisée pour I'édevage des
daphnies devrait étre compris entre 6,0 et 8,5. |l
est préférable d'utiliser une eau dont le pH se
situe entre 6,5 et 8,5 (Poirier et al., 1988).
L'élevage de D. magna requiert normalement une
eau dont le pH est supérieure a 7,4 et la dureté
supérieure ou égale a80 mg/L.

24.9 Dureté

Lorsgu'on utilise de I'eau naturelle (eau
souterraine ou de surface non contaminée ou eau
municipal e déchlorée) pour I'édevage et comme
eau de controle/de dilution, il est recommandé
gue sa dureté se situe entre 80 et 250 mg/L si
c'est D. magna qu'on ééve ou qui sert aux essais,
et entre 10 et 250 mg/L s I'on utilise D. pulext.
On ne devrait pas utiliser d'eaux dont la dureté
est supérieure a 250 mg/L, sauf si I'on éudie
I'incidence de la dureté de |'eau sur latoxicité
aigué.

On peut utiliser de I'eau reconstituée lorsqu'on a
besoin d'un milieu d'éevage et d'une eau de
controle/de dilution normalisée, ou lorsqu'on ne
dispose pas d'un approvisionnement convenable
en eau naturelle non contaminée. |l est
recommandé d'utiliser une eau reconstituée
relativement douce; la dureté totale devrait étre
de 40 a48 mg/L pour Daphnia pulex et de 80 a
100 mg/L pour Daphnia magna (sections 4.1 et
5.3). Cesvaleurs correspondent relativement
bien a celles qui sont recommandées dans
d'autres documents de méthodol ogie (annexe B),
ce qui facilite les comparaisons des résultats de
toxicité.

On peut obtenir une dureté particuliére en
préparant de |'eau reconstituée. Le tableau 2
présente des formules permettant d'obtenir d'une
dureté et d'un pH particuliers (EPA, 1985); il
existe aussi d'autres formules appropriées (1SO,
1982). On peut aussi corriger ladureté de I'eau
du laboratoire (eau souterraine ou de surface non
contaminée, ou eau municipale déchlorée) en la
diluant, si elle est trop dure, ou en 'y goutant de
I'eau dure reconstituée ou des proportions et des
guantités appropriées de sels, si elle est trop
douce.

Quel'on utilise de I'eau naturelle ou de I'eau
reconstituée comme milieu d'élevage et comme
eau de controle/de dilution, Ies daphnies doivent
étre élevées pendant au moins sept jours dans une
eau d'une dureté identique ou semblable acelle
deI'eau de contréle/de dilution employée pour
lesessais. Sauf dans des circonstances spéciales
ou lorsgue les besoins de I'essal I'imposent, on
devrait utiliser |le méme approvisionnement en

" Leau d'élevage pourrait étre de |'eau reconstituée

provenant de la méme source et possedant la méme formule
que celle devant servir d'eau de contrdle/de dilution, ou
encore de I'eau naturelle dont la dureté a été corrigée pour
correspondre, a 20 % pres, a celle de I'eau de contréle/de
dilution. Tout écart supérieur de dureté entre |'eau
d'élevage et I'eau de contrdle/de dilution pourrait entrainer
des résultats erronés, en raison du stress osmotique imposé
aux organismes.



eau comme milieu d'éevage et comme eau de
contrdle/de dilution.

2.4.10 Alimentation

Il faut nourrir les daphnies pendant leur élevage.
Lanourriture utilisée devrait étre offerte en
quantité suffisante et permettre de maintenir les
organismes dans un état nutritif qui soutienne
leur activité métabolique normale et qui soit
conforme aux critéres de santé définisala
section 2.4.12. Les suggestions suivantes
pourront permettre d'éviter les problémes connus.

Ladocumentation (EPA, 1982; ASTM, 1984;
EPA, 1985a; Colombie-Britannique, 1988;
Greeneet al., 1988; Poirier et al., 1988) décrit
dans les détails un certain nombre de régimes, de
rations alimentaires et de calendriers éprouvés
pour |'élevage des daphnies. Les méthodes

d’ alimentation et d’ élevage de Goulden et al.
(1982) ont connu du succeés. L'alimentation avec
des cultures de laboratoire d'algues vertes
(Selenastrum capricornutum ou Chlorella
pyrenoidosa) est répandue (EPA, 1982; Poirier et
al., 1988) et souhaitable; un mélange de deux ou
plusieurs especes est avantageux, en particulier
un mélange d'algues vertes et d'une diatomée
telle que Nitzschia frustulum (Cowgill, 1989).
On sait également que les daphnies se
développent bien lorsqu'elles sont nourries de
Scenedesmus acutus. Chlorella vulgaris,
Chlamydomonas reinhardtii et Ankistrodesmus
convolutus (ou A. faculatus) sont d'autres especes
d'algues qui ont été utilisées. Lacollection de
cultures de I'université de Toronto* est une
source de cultures pour ces especes; on peut

aussi en obtenir dans certaines maisons
commerciales de fournitures biologiques. Pour
pouvoir offrir aux daphnies les nutriments qui
leur conviennent, chague espéce d'algue doit
croitre dans un milieu de culture convenable.

* Département de botanique, Université de Toronto,
Toronto (Ontario) M5S 1A4. Téléphone: (416) 978-3641;
télécopieur : (416) 978-3884.
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A titre de solution de rechange, ou de pair avec
les algues, on aaussi utilisé une nourriture
préparée composée d'une moulée de levure et de
truite (EPA, 1985a; Colombie-Britannique, 1988;
Greene et al., 1988) ou d'une moulée de levure,
de CerophylI™© et de truite (YCT) (EPA, 1989).
On a également utilise avec succes, atitre de
supplément alimentaire, une suspension de
nourriture pour poissons tropicaux de marque
Tetramin““" . Cependant, un régime entiérement
artificiél (p. ex., reposant exclusivement sur de la
moulée de truite ou de la levure) n'est pas
recommandé, car il peut abréger lavie des
néonates et réduire leur résistance aux substances
toxiques (Cowgill, 1989). On arelevé dans
certaines nourritures commercial es pour poissons
des niveaux indésirables de pesticides ou de
métaux et de BPC; par conséquent, certains
expérimenteurs préferent n'utiliser que dela
levure, du CerophylI™© ou une combinaison de
ces deux produits comme supplément pour
I'@evage des daphnies. Dans|'ensemble,
I'expérience des |aboratoires au Canada donne a
croire qu'il faudrait utiliser au moins une et, de
préférence, deux ou plusieurs especes d'algues,
peut-étre avec un supplément de levure, de

moul ée de truite ou de CerophylIM°,

On trouvera al'annexe C des formules permettant
de préparer de la moulée de levure, de
Cerophyl M€ et de truite (Y CT) et un concentré
d'algues (Selenastrum capricornutum ou un
mélange d'especes d'algues) pour nourrir les
élevages de daphnies. Si I'ony arecours, on
devrait nourrir les daphnies araison de 7 mL
d'YCT et de 7 mL de concentré d'algues par litre
(EPA, 1989). On devrait mélanger parfaitement
le concentré d'algues et I'Y CT (annexe C) en les
agitant ensemble avant de les distribuer. Si

I"Y CT est congelée, les aliquotes dégel ées pour
utilisation devraient étre conservées dans un
réfrigérateur sans étre recongelées. Les portions

**  Communication personnelle, PE, région de

I'Atlantique.



Tableau 2

Préparation d'eau reconstituée d'une dureté particuliere

Réactif ajouté* (mg/L)

Qualité définitivedel'eau

Type d'eau NaHCO, CaSO,-2H,0 MgSO, KCI Dureté** pH***

Tres douce 12,0 7,5 7,5 05 1013 6,4-6,8
Douce 48,0 30,0 30,0 20 4048 7,2-7,6
Modérément dure 96,0 60,0 60,0 40 80-100 7,4-7,8
Dure 192,0 120,0 120,0 80 160-180 7,6-8,0
Tresdure 384,0 240,0 240,0 16,0 280-320 8,0-84
* Ajouter des produits chimiques de qualité «réactif» a de I'eau distillée ou désionisée.

*x En mg/L (CaCO,).

xR pH équilibré approximatif apres aération pendant 24 h.

Source: EPA, 1985a.

inutilisées d'Y CT non congelée ou dégelée
devraient étre jetées aprés deux semaines. Les
portions inutilisées de concentré d'algues
devraient étre conservées au réfrigérateur et
jetées apres un mois.

Une carence en vitamine B,, ou en sélénium peut
nuire al'état de santé des daphnies; il faudrait
donc en gjouter régulierement al'eau d'élevage,
du moins si I'on utilise de I'eau reconstituée. Le
sélénium devrait étre gjouté araison de 2 ug par
litre, au moyen de sélénate de sodium (Na,SeQ,).
Une insuffisance en sélénium dans |'eau peut
entrainer la détérioration de la carapace externe
des daphnies, réduire leur espérance devie et
empécher leur progéniture de parvenir amaturité
et de se reproduire, d'aprés les conclusions des
travaux effectués par Keating et Dagbuson
(1984), telles que citées par Cowgill (1989). Il
faudrait aussi gjouter delavitamine B, al'eau
d'élevage artificielle araison de

2 ug/L de cyanocobalamine. Les solutions meres
de vitamine B,, sont instables et ne devraient pas
étre stockées pour plus de deux semaines. Une
carence de cette vitamine peut retarder la
reproduction, causer un réduction de la fréguence
des mues et empécher la progéniture de se
reproduire (Cowgill, 1989; d'aprés Keating,
1985).

Le choix définitif de laration et du régime
d'alimentation est laissé aladiscrétion de chaque
laboratoire, en fonction de son expérience et de
saréussite quant au respect des critéres de santé
préci sés pour les organismes élevés (section
24.12).

24.11 Manipulation des organismes

On peut transférer des daphnies adultes d'un
contenant a un autre en versant doucement le
liquide ou €elles se trouvent, sans risquer
d'emprisonner de I'air sous leur carapace ni de
leur causer d'autres dommages appréciables. On
peut retirer des réservoirs d'élevage les daphnies
adultes convenant ala création d'une colonie
d'élevage (c.-a-d. d'une source de néonates) en les
pipettant ou en les siphonnant doucement dans
un tamis de calibre approprié (p. ex., avec des
mailles de 2 mm sur 1mm), puisen les
transférant rapidement dans un autre contenant
(section 4.2).

Lamanipulation et le transfert des néonates
devraient étre réduits au minimum, et il faut
protéger les réservoirs d'éevage contre les chocs.
Les jeunes daphnies sont vulnérables &
I'emprisonnement d'air et devraient étre d'une
pipette de verre. Un pipette jetable dont
I'extrémité d'éection est coupée et polieala



flamme pour assurer une ouverture de 5 mm est
idéale acette fin (EPA, 1985a; Greene et al.,
1988). L'extrémité de la pipette devrait rester
sous la surface de I'eau quand on libére les
daphnies (ASTM, 1984).

2.4.12 Critéresde santé

Les élevages de daphnies devant servir ades
essais de toxicité devraient respecter les criteres
suivants en matiére de santé (Hebert, 1978;
Plotkin et Ram, 1983; Colombie-Britannique,
1988; Poirier et al., 1988; APHA et al., 1989) :

* |l ne doit pas avoir d'éphippiums dans I'é evage.

* 1l ne faut pas enregistrer plus de 25 % de déces
dans le stock de génitrices au cours des sept
jours précédant I'essal, Sil sagit d'un éevage
regroupant plusieurs groupes d'age.

* Les daphnies devraient étre agées d'au plus 12
jours au moment de leur premiére couvée.
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» Lesfemelles de deux acing semaines
doivent produire une moyenne de 15
néonates ou plus par couvée; une couvée de
20 néonates devrait étre facile a obtenir.

On peut suivre de pres I'état de santé des élevages
en vérifiant fréquemment le temps écoul é jusqu'a
la premiere couvée et |le nombre moyen de
néonates par couvée (Poirier et al., 1988). Pour
établir cesindices sur la santé, on peut placer
guel ques néonates (&gées de moins de 24 h) dans
des béchers de verre, les conserver dans les
mémes conditions que I'élevage principal et
consigner le temps écoulé jusgu'ala premiére
couvée et le nombre moyen de néonates par
couvées au cours d'une période d’ observation de
21 jours.

L'essai de sensibilité des daphnies a un produit
toxique de référence (section 4.6) fournit un autre
indice de I'état de santé de |'élevage et son
aptitude a subir un essai de toxicité.



Section 3
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Systeme d'essai

3.1 Installations

L'essai peut étre effectué dans un bain-marie, un
simulateur d'environnement ou une installation
équiva ente avec réglage de température (20 +
2° C). Cetteinstallation devrait étre isolée des
bouleversements physiques qui peuvent
influencer les organismes soumis al'essai. Etant
donné qu'il faut contrdler la photopériode
(section 3.2), l'installation doit consister en un
laboratoire distinct ou en une partie de
laboratoire entourée de rideaux (p. ex., en
plastique noir). La poussiére et |es émanations
devraient étre réduites au minimum.

Les matériaux de construction et tout appareil
pouvant entrer en contact avec |'eau de
controle/de dilution ou les solutions d'essai dans
lesquelles |les organismes seront déposés ne
devraient pas renfermer de substances
susceptibles de dénaturer par lixiviation les
solutions d'essal ou d'accroitre la sorption de la
substance a expérimenter? (section 2.4.2). Le
laboratoire doit étre doté des appareils permettant
de mesurer les variables fondamentales de la
gualité de I'eau (température, conductivite,
oxygene dissous et pH), et I'on doit étre prét a
effectuer une analyse rapide et exacte d'autres
variables, comme ladureté et |e chlore résidud.

3.2 Eclairement

Les conditions d'éclairement auxquelles les
organismes sont soumis devraient étre identiques

9 || faudrait choisir les matériaux et les appareils de facon
aréduire ou a éliminer la probabilité d'introduire dans les
solutions d'essai des produits chimiques contaminants qui
pourraient avoir des effets toxiques sublétaux. De méme,
les matériaux retenus ne devraient pas provoquer
d'adsorption de produits chimiques ni d'accroissement de la
volatilité, ce qui donnerait lieu a une perte de produits
chimiques dans la solution et a des erreurs dans les résultats
de I'essai.

acelles définies ala section 2.4.4. A noter
cependant que l'intensité de laradiation ultra-
violette (UV-B) obtenue avec un éclairage
fluorescent blanc froid ou des fluorescents a
spectre continu ne se rapproche pas de celle
obtenue avec un éclairage naturel, et quela
toxicité de certains effluents et produits
chimiques peut étre fortement altérée par des
réactions photol ytiques causées par les rayons
UV-B. Pour certains essais (p.ex., photo-
activation ou photodégradation de matiéres
toxiques causées par lesrayons UV), des
éclairages spéciaux (p. ex., lampes a vapeur de
mercure a haute pression) dotés de
caractéristiques spectrales différentes peuvent
convenir. Des informations utiles sont données a
ce sujet dans la publication de 'ASTM (1995).
Les études visant a déterminer I'influence de
I'éclairement sur latoxicité pourraient
comprendre des comparai sons juxtaposées avec
des réplicats de solutions exposées a des
conditions d'éclairement différentes (p. ex.,
éclairage fluorescent blanc froid versus lampe a
vapeur de mercure haute pression). La
photopériode (en principe 16 = 1 h de lumiere et
8 £ 1 h d'obscurité) doit étre établie pour
coincider avec celle alaquelle les organismes ont
€été acclimatés.

3.3 Récipientsd essai

Les récipients d'essai doivent étre en verre” ou en
plastique transparent. On peut utiliser des
béchers de verre borosilicaté (d'une capacité de
150 ou de 250 mL) ou des éprouvettes de verre
(Poirier et al., 1988). On peut également utiliser
des sacs de plastique non toxique et inerte (p. ex.,
Whirl-Pak“®), sauf pour les essais de produits

N | es contenants en verre sont inertes et faciles a nettoyer, et ils

permettent d'observer sans obstacle les organismes soumis a
I'essais. L'adsorption des contenants qui ne sont pas en verre (p.
ex., en polyéthyléne, en polypropyléne, en acier inoxydable) varie
considérablement d'un produit chimique a un autre.



chimiques (section 5.2). Le récipient retenu
devrait étre assez grand pour permettre que la
densité de chargement ne soit pas supérieure a
une daphnie par 15 mL de solution d'essai.

3.4 Eau decontrdle/dedilution

Le choix de |'eau de contréle/de dilution dépend
d’un certain nombre de variables, notamment la
substance a expérimenter et I'objet de |'essal
(sections 5 a 7), ladureté des solutions d'essai
ains que ladureté et la nature de I'eau alagquelle
les organismes ont été acclimatés (section 2.4).
En conséquence, |'eau de contréle/de dilution
peut étre : de I'eau souterraine; de I'eau de surface
non pollué (provenant d'un cours d'eau ou d'un
lac); de I'eau municipal e déchlorée provenant
d'une source non contamineée; de |'eau
reconstituée d’ un pH et d'une dureté particuliers
(sections 2.4.9 et 4.1); ou un échantillon de
milieu récepteur recueilli en amont ou a
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proximité de la source de contamination, mais a
I'abri de son influence. Les conditions relatives
au prélévement, au transport et au stockage des
échantillons de milieux récepteurs devraient étre
conformes aux dispositions de la section 6.1.

|déalement, |'eau de d'élevage de contrdle/de
dilution devrait étre de qualité identique ou
essentiellement semblable, et la dureté de toutes
les solutions d'essai ne devrait pas différer
appréciablement de celle de I'eau d'élevage.
Malgré tout, en raison de |'objet de l'essai (p. ex.,
évaluation de milieux récepteurs pour déterminer
les effets toxiques d'un déversement de produits
chimiques), ou encore de problemes d'ordre
pratique, logistique ou financier, on peut étre
amené a choisir une eau de contrdle/de dilution
inférieure alaqualité optimale. Ladureté de
cette eau doit étre connue avant le début de
I'essai, puisqu'elle peut influer sur I'espece de
daphnies a utiliser (sections 2.1 et 2.4.9).



Section 4
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M éthodes d'essai univer selles

Les méthodes exposées dans la présente section
sappliguent al'ensemble des essais d'eaux usées
et de produits chimiques visés dans | es sections
5,6 et 7. Tousles aspects du systeme d'essai
défini dans |a section précédente doivent leur étre
intégrés.

Letableau 3 fournit une liste de contrdle
récapitul ative des méthodes recommandées pour
tous les essais de toxicité |étale aigué sur des
daphnies et pour ceux portant sur des types de
substances particuliers.

4.1 Préparation des solutions d'essai
Tous lesréservairs, dispositifs de mesure,
appareils d'agitation et contenants servant pour le
transfert des daphnies doivent étre nettoyeés et
rincés afond, conformément a de bonnes
pratiques de laboratoire. Des méthodes de
nettoyage appropriées on éte établies par
I’ASTM (1984).

On peut préparer de |’ eau reconstituée d’ une
dureté particuliére pour |’ utiliser comme eau de
contréle/de dilution. Letableau 2 indique les
types et les quantités de produits chimiques de
qualité «réactif» qu’il faut ajouter adel’ eau
distillée ou désionisée pour obtenir de |’ eau de
contréle/de dilution (ou un milieu d’ élevage)
possedant une dureté, une alcalinité et un pH
particuliers (ASTM, 1980; EPA, 1985a).

D’ autres formules, qui ont été utilisées avec
succes, ont été établies par I'1SO (1982). Les
formules prévues pour I’ eau «douce» et |” eau
«modérément dure» sont recommandées pour la
préparation d’ eaux normalisées destinées a
Daphnia pulex et D. magna respectivement
(section 2.4.9). L’ eau reconstituée devrait étre
aérée vigoureusement dans un réservoir non
toxique pour une durée d’ au moins 24 h avant
son utilisation (EPA, 1985a).

Del’ eau souterraine non contaminée, de I’ eau de
surface naturelle ou de |’ eau municipae
déchlorée peuvent également subir une correction
de leur dureté et servir comme eaux de
controle/de dilution. On peut en effet diluer

I’ eau en cause avec de I’ eau désionnée ou
digtillée (s elle est trop dure), ou augmenter sa
dureté par | addition d’ une proportion et d’ une
guantité appropriée de produits chimiques de
gualité «réactifs» (tableau 2). Ladureté del’ eau
de contréle/de dilution doit correspondre, a

20 % pres, aceledel’ eau utilisée pour I’ élevage
des organismes soumis al’ essai’ (section 2.4.9).

L’ eau de contréle/de dilution utilisée pour les
essais sur les daphnies doit étre amenée ala
température d’ essai (normalement, 20 + 2° C)
avant d étre utilisée. Lasaturation de cette eau
en gaz excedentaires doit étre évitée (section
2.4.5).

Avant d' étre utilisée, I’ eau de contréle/de
dilution devrait avoir une teneur en oxygene
dissous de 90 a 100 % de lavaleur de saturation
enair. Au besoin, on devrait aérer
vigoureusement le volume nécessaire d’ eau de
contréle/de dilution (au moyen d’'un jet d’ air par
comprimé exempt d’ huile passant par des pierres
de barbotage) immédiatement avant de I’ utiliser,
et vérifier sateneur en oxygene dissous afin de
confirmer que le niveau de saturation de 90 a
100 % a été atteint.

Les concentrations d’ essai et |le nombre de
solutions d’ essai a préparer dépendent de I’ objet
del’essai. Lesessaisde surveillance et de
conformité portent sur des eaux usées ou des
milieux récepteurs peuvent, dans certains cas,
exiger la préparation d' une seule concentration
d essai (p. ex., I’ échantillon non dilué) et d’ une
solution de contréle (sections 6 et 7). Pour
chaque essai visant ay établir une CL50
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Tableau 3 Liste de controdle des conditions et méthodes d'essai recommandées

M éthodes Univer sdles

Type d'essal

Eau de controle/
dedilution

Organismes

Température

Oxygene/
aération

pH

Eclairement

Alimentation

Observations

Mesures

Résultats

Produits toxiques

de référence

Validité de |'essai

Statique, durée de 48 h*.

Eau souterraine ou eau de surface non contaminée ou municipal e déchlorée; eau
reconstituée s'il faut assurer un degré élevé de normalisation; milieu récepteur
«en amont» pour évaluer |’ effet toxique a un endroit précis**; oxygene dissous
(OD) de 90 a 100 % de saturation au moment de |'utilisation.

Néonates de Daphnia magna ou de D. pulex; au moins dix organismes par
concentration; densité de chargement maximal : une daphnie par 15 mL.

20+ 2°C.

Aucune aération pendant I’ essai.

Aucune correction si le pH de la solution d'essai est compris entre 6,0 et 8,5%**;
un deuxiéme (apH corrigé) peut savérer nécessaire ou pertinent si le pH
de I'échantillon ou de la solution n'est pas compris dans cet intervalle.

Fluorescent, de préférence «blanc froid»; entre 400 et 800 lux ala surface;
normalement, 16 + 1 h de lumiere et 8 £ 1 h d'obscurité.

Ne pas nourrir les organismes pendant I'essai.

Mort et comportement atypique (p. Ex., immobilité, |éthargie, rotation,
flottaison), au moins au début et alafin d essal.

Température, pH et OD de la solution, au moins au début et alafin del'essai;
conductivité, au moins au début; dureté.

Conformément aux précisions fournies ou selon I'objet de I'essai et |a substance
aexpérimenter; il peut sagir d'établir la CL50 apres 48 h (nécessitant des limites
de confiance & 95 %) ou d'un essai a concentration unique (pourcentage de
mortalité aprés 48 h ou moins; TL50).

Un ou plusieurs des composés suivantes : sulfate du zinc, chlorure de sodium ou
bichromate de potassium; statique de CL50 apres 48 h, dansles 14 jours
précédant ou suivant |’ essai.

L'essai n'est pas valable si plus de 10 % des organismes témoins meurent ou ont
un comportement manifestement stresse (p. ex., immobilité).
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Produit Chimiques

Solvants

Concentration

Eau de controle/
dedilution

A utiliser seulement dans des cas particuliers.

Il est recommandé de mesurer la concentration au début et alafin de
I'exposition, dans les solutions a teneur supérieure, moyenne et inférieure et
dans les solutions de contrdle; si 1es concentrations diminuent de plus de 20 %,
réévaluer en utilisant un essai a renouvellement continu ou périodique.

Selon I’ objet de |’ essai; eau reconstituée sil faut assurer un degré éevé de
normalisation; milieu récepteur pour étudier |es effets toxiques locaux; sinon,
eau du laboratoire non contaminee.

Effluentset Lixiviats

Transport et
stockage

Eau de controle/
dedilution

Elutriats
Transport et
stockage

Eau de controle/
dedilution

Milieux récepteurs

Transport et
stockage

Eau de controle/
dedilution

Transport a latempérature ambiante (plus de 1°C, moins de 30 °C) ou entre 1 et
8°C s le délai de transport est supérieur a deux jours; les échantillons ne devraient
pas geler pendant le transport; stocker dans I'obscurité entre 1 et 8°C (de préférence
a4+ 2° C); I'essai devrait commencer dans les troisjours et doit étre mis en route
dansles cing jours du prélévement des échantillons.

Selon I’ objet de I’ essai; eau du laboratoire, eau reconstituée ou milieu récepteur «en
amont» pour les essais de surveillance et de conformité.

Procéder al'extraction dans les sept jours de la réception des échantillons; conserver
dans |'obscurité entre 1 et 8°C (de préférence a4 + 2°C); effectuer I'essal dansles
dix jours de laréception des échantillons.

Conformément aux précisions fournies ou selon I'objet de I'essai; eau reconstituée
sil faut assurer un degré é evé de normalisation.

Comme pour les effluents et lixiviats.

Selon I'objet de I'essai; milieu récepteur «en amont» pour |es effets |ocaux.

* Dans des cas particuliers (p. ex., produits chimiques instables), il se peut qu'on doive recouvrir a des essais a
renouvellement continu ou périodique, ou encore modifier la durée de |'essai.

**  Si le milieu récepteur est utilisé comme eau de contrdle/de dilution, un contréle supplémentaire est nécessaire; il faut
alors utiliser I'eau de laboratoire non contaminée dans laquelle les daphnies ont été élevées.

*** Gj |e pH n'est pas compris dans cet intervalle, les résultats peuvent indiquer une toxicité attribuable a un pH
biologiquement nocif.



définitive apres 48 h, il faut préparer au moins
cing concentrations d'essai ainsi qu'une solution
de contréle (eau de dilution & 100 %)'. On peut
utiliser une série géométrique de dilutions, dans
laquelle chague concentration successive sétablit
aenviron 50 % de la précédente (p. ex., 100, 50,
25, 12,5, 6,3), afin defaciliter le calcul précisde
la CL50 et de ses limites de confiance & 95 %.
On peut aussi choisir les concentrations d'essa a
partir d'une série logarithmique appropriée de
dilutions (annexe D).

On peut prévoir, si on le souhaite, des répétitions
de chague concentration d' essai. Cela offreun
avantage considérable, puisgu’ on peut alors
utiliser deux estimations ou plus de la CL50 (ou
de la CES0, section 4.4) dans |’ examen
statistique des écarts par rapport aux résultats
obtenus dans d’ autre laboratoires, a d’ autre
moments, pour une autre espece, etc., en
supposant que ces autres essais prévoyaient
€galement des répétitions. Laprécision de

I’ estimation de la CL50 ou de la CE50 (mais pas
nécessai rement son exactitude) augmente
également du seul fait qu’on utilise un plus
grande nombre d’ organismes. Cette fagon de
procéder peut convenir particuliérement bien &

I” évaluation de nouveaux produits chimiques
(section 5.2).

Si I’on utilise un milieu récepteur comme eau de
contréle/de dilution, il faudrait préparer une
deuxiéme solution de contréle en utilisant I’ eau
du laboratoire alaguelle les organismes ont été
acclimatés pendant deux semaines ou plus. On
ne peut utiliser del’eau d’amont si elle est
manifestement toxique selon les criteres de

' On peut procéder & un essai préalable (de détermination
de I'ordre de grandeur) avant d'entreprendre |'essai définitif;
cet essai porte généralement sur une gamme de concentra-
tions plus vaste et se déroule fréquemment en 24 h ou
moins. Pour I'essai définitif (qu'il s'agisse d'une concen-
tration unique ou de concentrations multiples), le volume
de chaque solution d'essai, y compris les contréles, doit
étre identique.
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I’essai auquel elle est destinée’; en pareil cas,
I”eau du laboratoire a laguelle les daphnies ont
été acclimatées devrait étre utilisée comme eau
de contrdle et pour I’ ensemble des dilutions.
Pour un essai donné, il faut utiliser laméme eau
afin de préparer la solution de contréle et toutes
les concentrations d’ essai.

Il se peut qu’ on doive corriger le pH des
échantillons ou des solutions. Des solutions

d’ acide chlorhydrique (HCI) ou d  hydroxyde de
sodium (NaOH) detitreinférieur ou égal a1 N
devraient normalement étre utilisées pour toutes
les opérations de correction du pH. Certaines
situations (p. ex., des échantillons d’ effluents a
pouvoir tampon éevé) peuvent exiger

I utilisation de teneurs supérieures d’ acide ou de
base.

Abernethy et Westlake (1989) fournissent des
lignes directrices utiles pour la correction du pH.
Il faudrait laisser s' équilibrer, apres chague
addition d’ acide ou de base, les solutions d’ essai
ou les aliquotes d’ échantillons faisant I’ objet

d’ une correction du pH*. On devrait veiller a
éviter toute modification excessive du pH. Le
délai nécessaire pour atteindre I’ équilibre dépend
du pouvoir tampon de la solution ou de

I L' utilisation d’ une eau distincte du milieu récepteur en
amont comme eau de dilution ne permet pas aux substances
naturelles ou aux autres contaminants présents dans le
milieu récepteur de laissez apparaitre quelque effet que ce
soit sur la toxicité de la substance a experimenter. Par
example, des agents chélateurs naturels, comme I’ acide
humique ou I'acide fulvique, pourraient se lier ala
substance & expérimenter et en réduire latoxicité. A
I’inverse, la présence de contaminants dans I’ eau d’amont
pourrait accroitre la toxicité établie pour la substance a
experimenter si on la diluait dans cette eau.

K Pour les essais de produits chimiques ou d’ échantillons
d’ effluents, de lixiviats ou d’ élutriats nécessitant une
correction du pH, on doit généralement corriger
séparément le pH de chaque solution d’essai (y compris les
solutions de contrdle). Les essais qui portent sur des
échantillons de milieux récepteurs requierent normalement
la correction du pH d’une aliquote de I’ échantillon non
dilué, avant la préparation des concentrations d’ essai.



I” échantilllon. Pour les échantillons d’ effluents,
il est recommandé de prévoir une durée de 30 a
60 minutes pour la correction du pH (Abernethy
et Westlake, 1989).

Sil se peut que la dureté de I'échantillon d'essai
(p. ex., eau usée ou milieu récepteur) soit trés
faible (moins de 25 mg/L) et si |'organisme prévu
pour |'essai est D. magna, il faut mesurer la
conductivité de I'échantillon apres qu'il ait atteint
latempérature ambiante mais avant toute
dilution. Si la conductivité est de

<100 pohms/cm, il faut mesurer la dureté de
I'échantillon. Lorsque |'analyse confirme que la
dureté de I'échantillon est inférieure &4 25 mg/L, il
faudrait soit utiliser D. pulex pour I'essai*, soit,
sil faut utiliser D. magna, corriger ladureté de
I'échantillon pour qu'elle sétablisse a 25 mg/L.
Cette correction devrait étre effectuée par
I'addition de la proportion et de la quantité
appropriées de produits chimiques de qualité
«réactif» requis a cette fin (section 2.4.9.). On
doit mélanger parfaitement tout échantillon dont
la dureté est corrigée et confirmer sa dureté avant
del'utiliser. A cette exception prés, il ne faut pas
corriger la dureté de I'échantillon.

Lorsgu’ on veut connaitre I’ influence de la dureté
de lasolution sur latoxicité de |’ échantillon, on
devrait au moins mesurer la dureté de la solution
de contréle et des solutions d’ essai a teneur
inférieure et supérieure, avant le début de |’ essai.
Ces messures préalables portent sur des volumes
de solutions préparés dans des béchers, unefois
apportée toute correction du pH, immédiatement
avant qu’on remplisse les récipients d' essai.

Si (et seulement si) lateneur en oxygéne dissous
mesurée a ce moment dans |'échantillon (p. ex.,
effluent soumis al'essai) ou dans une ou
plusieurs solutions d'essal (p. ex., substance
chimique testée) est inférieure 440 % ou
supérieure a 100 % de saturation en air,
I'échantillon ou toutes les solutions d'essal
devraient étre préaérés avant |'exposition des
daphnies. On utiliserapour celadel'air
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comprimé exempt d'huile et un diffuseur d'air*
propre en verre de silice ou une pipette de verre
jetable. Le débit de préaération de I'échantillon
ou des solutions d'essai devrait sétablir entre 25
et 50 mL/min.L, et ladurée de préaération devrait
étre limitée a 30 minutes, qu'on ait obtenu ou non
de 40 &4 100 % de saturation. Les solutions d'essal
contenant suffisamment d'oxygene (de 40 a

100 % de saturation en air) ne devraient pas étre
aérées ni avant ni pendant |'essai.

4.2 Miseenroutedel essai

L’ essai doit porter sur des néonates (&gées d’' au
plus 24 h) de D. magna ou de D. pulex. Pour en
obtenir le nombre nécessaire, il faut enlever des
élevages les femelles adultes portent des
embryons dans leur cavité d incubation, 24 h
avant le debut de |’ essai. Cesfemelles devraient
de préférence étre &gées de deux a cing semaines
(section 2.4.3). On transfére ensuite ces adultes
dans des béchers de verre propres (d' une capacité
de 400 mL ou 1 L) renfermant de |’ eau de
controle/de dilution et un inoculum d’aiments
préparés fournissant |a méme concentration de
nourriture que celle qui est utilisée pour I’ élevage
(section 2.4.10). L’eau de contrdle/de dilution
doit au préalable avoir été amenée ala
température d (20 £ 2° C) et saturée avec de
I’ oxygene dissous; |” eau dans les béchers de
transfert ne devrait pas étre aérée. Ladensité de
population dans ces contenants devrait étre
d’environ 10 adultes par litre ou moins (Poirier et
al., 1988).

Les jeunes daphnies que I’ on retrouve dans les
béchers le lendemain sont utilisées pour I’
detoxicité. Normalement, cing béchers
renfermant chacun dix adultes permettent

* Un diffuseur convenable mesurant 3,8 cm sur 1,3 cm et
adapté a un tube capillaire jetable en plastique d’un
diamétre hors-tout de 1,5 cm est offert (article de catalogue
no AS-1) par Aqua Recherches Ltée., C.P. 208, North
Hatley (Québec), JOB 2C0; Tél. : (819 842-2890).

d’ obtenir un nombre suffisant de néonates pour



un essai detoxicité (Greene et al., 1988).

Dans la production des néonates, il est
recommandé, méme si ce n’ est pas absolument
nécessaire, de connaitre approximativement |’ ge
des adultes, afin d éviter I’ utilisation de femelles
jeunes ou seénescentes. Les daphnies peuvent ne
produire que deux ou trois jeunes organismes au
cours de la premiere couvée; ce nombre peut
ensuite passer a20 ou plus, mais diminue avec la
senescence. Certains auteurs recommandent
d’éviter | utilisation de la premiére couvée
(Goulden et al., 1982) ou des trois premiéres
couvées (Cowgill et al., 1985; Cowgill, 1989). Il
est recommandé d’ utiliser des femelles agées de
deux a cing semaines, ain d’ obtenir une de leurs
couvées «intermédiaires». Pour cefaire, il faut
aménager des réservoirs d élevage distincts a
intervalles périodiques et y déposer des néonates
ou des groupes de néonates d' &ge connu; une fois
gue ces organismes ont atteint |’ &ge approprié de
deux acing semaines, on peut les utiliser pour
produire des néonates pour les essais (section
2.4.3).

Dans la plupart des cas, les récipients d'essa ne
comportent pas de couvercle et sont ouverts. S
I'on pense que I'effluent ou autres échantillons
peuvent contenir des substances volatiles et que
I'on désire étudier I'effet qu'elles peuvent avoir
sur latoxicité, un essai en paralléle pourrait étre
conduit dans des récipients fermés, en ne laissant
gu'un vide d'air minime au-dessus de la solution
d'essai. Lorsque I'on sait que I'effluent ou autres
échantillons renferment des substances
chimiques volatiles, on pourrait exiger que les
essai s soient conduits dans des récipients fermés.

Chague récipient placé dans|’installation d’ essai
doit porter un code ou une étiquette précisant
clairement la substance a expérimenter et sa
concentration, ains que ladate et I heure du
début de I’essai. Lesrécipients devraient étre
installés de fagon afaciliter I’ observation du
comportement et de lamortalité des daphnies.

De préférence, les solutions d’ essai devraient étre
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placées selon un ordre aléatoire (Sprague, 1973).

Avant lamise en route de |’ essai, latempérature,
lateneur en oxygene dissous et le pH des
solutions d’ essai devraient étre vérifiés et, s cela
est nécessaire ou permis, corrigé pour s établir a
des niveaux admisshiles. Laconductivité de
chaque solution d’ essai devrait également étre
mesurée et consignée ace moment. Les diverses
possibilités qui s offrent pour la correction du pH
sont exposées ala section 4.3.2. Chague solution
d’essai devrait étre bien mélangée, au moyen

d’ une baguette de verre, d'un agitateur en téflon
ou d'un autre dispositif non réactif, avant
I’introduction des organismes.

Il faut déposer, dans chagque solution d’ essai et
dans |’ eau de contrdle, des nombres égaux de
daphnies néonates, soit au moins dix dans chague
solution, sans dépasser la densité de chargement
d’au plusunindividu par 15 mL. L’ordre selon
lequel on dépose les daphnies dans les récipients
d essai devrait étre établi au hasard au préalable.

On devrait transférer les daphnies dans les
récipients d' essai le plus rapidement possible, en
gjoutant un minimum d’eau d’ élevage et en
imposant le moins possible de stress aux
organismes (section 2.4.11). On devrait
maintenir I’ extrémité de |la pipette sous la surface
delasolution d’'essai pendant qu’on libére les
organismes. |l faudrait vérifier les néonates

' Le fait de maintenir I’ extrémité de la pipette sous la

surface permet de s assurer que les néonates ne sont pas
emprisonnées par la tension superficielle al’interface entre
I"air et I’eau et qu’aucune bulle d'air n’est emprisonnée
sous leur carapace, ce qui les ferait flotter.

M éme si cela est difficile aréaliser, il ne faut transférer
qu’une quantité négligeable d’' eau d’ élevage dans les
solutions d’ essai au moyen de la pipette. Une technique
utile consiste a prendre dans la pipette les daphnies, dans
une petite quantité d’eau, et ales laissez nager al’ extérieur
de la pipette pendant que son extremité est maintenue dans
I’eau d’essai. Si ladilution de la concentration d’ essai par
I’eau d’ élevage présente une difficulté, la solution d’ essai
devrait, a I’ origine, manquer d’un peu d’eau de dilution et



immédiatement au moment du transfert; celles
qui flottent ou qui sont blessées devraient étre
remplacées. 1l faut également éiminer tous les
organismes qu’ on échappe ou qui sont blessés
pendant le transfert. Les pipettes servant au
transfert devraient étre nettoyées afond entre les
transfers si elles sont entrées en contact avec une
solution d'essai; elles devraient au moins étre
rincées dans de I’ eau de contréle/de dilution.

4.3 Conditionsdel'essai
L'essai doit étre statique* (pas de renouvellement
des solutions pendant I'essai) et durer 48 h.

Latempérature d'essai devrait étre de 20 £ 2°C.

Ladensité de chargement des daphnies dans les
solutions d’ ne devrait pas dépasser un
organisme par 15 mL.

Il ne faut pas nourrir les daphnies pendant |'essai.
Les solutions d'essai ne doivent pas étre aérées.

L’ essai n'est pas vaable si plusde 10 % des
daphnies dans I’ eau de contrdle meurent ou
laissent apparaitre un comportment atypique

ou stresse (p. ex., immobilité). Dans ce cas, il
faudrait examiner I’ état de santé apparent des
organisms d’ élevage en vé&rifiant leur rendement
reproducteur (section 2.4.12), et chercher s'il y a
des traces de chlore dans |’ eau (lorsgu’ on utilise
de I’ eau municiplae déchlorée) ou s'il se pose des

* Dans des cas particuliers (p. ex., produits chimiques volatils ou
instables en solution), il se peut qu'on doive recourir ades essais
arenouvellement continu ou périodique, ou encore modifier la
durée del'essai.

problémes concernant la nutrition ou d’ autre

avoir un volume Iégérement inférieur a son volume
définitif. Aprés!’introduction des daphnies, une derniére
addition d’eau de dilution permettrait d’ atteindre le volume
prévu jusqu’a un point de repére indiqué sur le récipient,
ou on pourrait recourir a un moyen équivalent.
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aspects de |’éevage. Larecherche devrait se
poursuivre jusgu’ ace que lamortalité ou le
comportement atypique des organismes témoins
ait pratiquement disparu.

4.3.1 Oxygéenedissous

Si la concentration en oxygene dissous dans un
récipient d essa devient inférieure 240 % dela
valeur de saturation en air ou aenviron 5,5 mg/L,
le stress créé par lafaible teneur en oxygene
pourrait interagir avec celui causé par les
substances toxiques, les faisant paraitre plus
toxiques, qu’ ellesnele sont™. Dans certains cas,
cela est acceptable comme partie intégrante de
I"action d'un effluent ou d’ un autre échantillon,
mais le résultat obtenu pour un récipient d’ essai
ne saurait étre valable si la concentration en
oxygene dissous devient inférieure a 40 % de
saturation en raison de méthodes d’ essai
inadéquates, par exemple une teneur en oxygene
dissousinsuffisante de |’ eau de contréle/de
dilution au moment de la préparation des solution
d’ essai. Lorsgue les méthodes sont sati sai santes
(d'apres les contréles) et qu’il est souhaitable

d’ évaluer I’ effet des substances toxiques sans

I’ action modificatrice de lafaible teneur en
oxygene, on devrait réaliser un essai a
renouvellement périodigque ou continu™ (section
5.4).

4.3.2 pH

Les essais de toxicité devraient normalement étre
effectués sans correction du pH. |l se peut que
I'échantillon de produit chimique, d'eaux usée ou

™ Lateneur minimal recommandée de 40 % de saturation
est plus élevée que les niveaux critiques qui ont pour effet
de diminuer le taux de filtration des daphnies. Ce niveau
d’ oxygéne dissous est jugé adéquat pour les essais portant
sur ces organismes.

" Les essais a renouvellement continu font appel a des
diluteurs proportionnels, a des pompes doseuses ou a
d’autres appareils pour assurer un débit continu ou
intermittent et fréquent de solution d’ essai fraiche dans
chaque récipient d’essai. Latempérature et la teneur en
oxygene dissous des solutions d’ essai sont corrigées pour
s établir a des valeurs admissibiles, immédiatement avant
I"introduction des solutions dans I’ appareil utilisé.



de milieu récepteur produise, pour une solution
d'essai, un pH qui se situe en dehors de
I'intervalle de 6,50 a 8,5, et quel'on cherche a
évaluer des produits chimiques toxiques plutot
que les effets | étaux ou modificateurs du pH; en
pareil cas, on devrait corriger le pH des solutions
d'essai ou de I'échantillon avant d'y déposer les
daphnies, ou effectuer parallélement un
deuxiéme essai (avec correction du pH)°. Pour
ce deuxiéme essai, avant |'exposition des
daphnies, le pH initia de|'échantillon ou de
chague solution d'essai* peut, selon les objectifs
del'essai, étre neutralisé (corrigé a une valeur de
7,0) ou ramené a des valeurs correspondant, 20,5
unité pres, au pH de l'eau de contrdle/de dilution.

° Sil'onne corrige pas le pH de la solution ou de

I'échantillon, c'est essentiellement parce qu'il peut exercer
une forte influence sur la toxicité des produits chimiques
ou des substances contenues dans les eaux usées. Pour les
concentrations (généralement) faibles d'eaux usées qu'on
trouve dans les milieux récepteurs aprés dilution, toute
modification du pH naturel (et toute modification
concomitance de la toxicité) devrait étre acceptée comme
partie intégrante de la pollution. C'est pourquoi on en
arrive ala conclusion que le pH ne devrait pas étre corrigé.

Certains produits chimiques et eaux usées entrainent
cependant des niveaux létaux de pH dans les solutions
d'essai a concentration élevée, particulierement dans le
cadre d'essais de surveillance ou de conformité portant sur
des effluents non dilués. Il semble peu probable que
I'expérimentateur cherche essentiellement a savoir si un pH
extréme dans un effluent non dilué serait nocif pour les
organismes, étant donné que ce pH ne serait pas
représentatif des conditions qui prévaudraient apres une
dilution, méme modérée, dans le milieu récepteur. Si le pH
en soi présentait un intérét prépondérant, un essai de
toxicité ne serait sans doute pas nécessaire, puisque la
létalité d'un pH extréme est bien établie et qu'on pourrait
évaluer beaucoup plus économiquement les risques par une
simple mesure chimique. L'expérimentateur cherche
généralement a savoir si des substances toxiques sont
présentes dans les eaux usées; pour ce faire, il faut éliminer
tout masquage d a une action létale du pH. Ce principe
conduit a l'utilisation d'échantillons ou de solutions d'essai
apH corrigé lorsque cela est indiqué. Exactement de la
méme facon, on normalise la température et I'oxygéne
dissous dans les essais de toxicité méme si les eaux usees
elles-méme avaient une température de 90 °C ou une teneur
en oxygene dissous faible (p. ex., moins de

2 mg/L), car ces deux conditions seraient elles-mémes
rapidement |étales pour |es organismes.
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Selon une autre démarche admissible pour ce
deuxieme essai, on peut ramener le pH de chaque
solution d'essai (y compris les solutions de
contréle) aune vaeur de 6,0 a6,5 (si

I” échantillon d'essai a ou produit un pH inférieur
a6,0) oude8,0a8,5 (s I'échantillon a ou produit
un pH supérieur a 8,5)(Abernethy et Westlake,
1989). Unefois|’ essai misen route, on surveille
(section 4.4), sans corriger, le pH de chague
solution.

Si I'essai detoxicité vise amieux comprendre la
nature des produits toxiques présent dans un
échantillon d'effluent, d'élutriat, de lixiviat ou de
milieu récepteur, on utilise souvent la correction
du pH parmi un certain nombre de techniques de
traitement (p. ex., I'oxydation, lafiltration,
I'extraction al'air et I'addition d'agents
chélateurs) pour caractériser latoxicité de
['échantillon. Mount et Anderson-Carnahan
(1988) comptent la correction du pH parmi neuf
techniques d'«Evaluation didentification dela
toxicité» (EIT) qui, lorsgu'on les applique a des
échantillons agueux de toxicité aigué, constituent
des méthodes utiles permettant de déterminer la
nature physigque ou chimique des produits
toxiques et leur sensibilité a la détoxication.

4.4  Observations et mesures

On devrait observer les daphnies dans chague
récipient d'essai au début et alafin del'essai, au
minimum. D’autres observations peuvent étre
justifiées pendant la période initiale de 24 h,
selon les effets constatés et | objet de I’ essai. Par
exemple, les expérimentateurs qui veulent
obtenir des renseignements sur |’ évolution de la
situation pendant |’ essai pourraient gjouter des
observation al, 4 et 24 h. Danstous lescas, il
faudrait effectuer des observations générales du
comportement et de I’ activité des daphnies
immeédiatement au début de I’ essai, puisque les
daphnies peuvent étre temporairement
engourdies ou immobilisées par |e produit
toxique. Ladurée de 48 h permet atoutes les
daphnies de connaitre une mue, au moment de
laquelle elles sont le plus sensibles, sans



toutefois prolonger I’ au point que
I’inanition devienne un facteur important.

Il est plusfacile d’ observer les daphniessi I'on
éclaire temporairement chaque récipient d essai
de cbté ou en dessous, en le déposant sur un boite
d’ éclairage ou en faisant appel a un autre moyen.
Un fond noir est également avantageux; il peut
étre combiné aun éclairage favorable si I’ un est
placé sur le coté et I’ autre en dessous.

Pour les solutions d’ essai rendues opagues en
raison de leur couleur ou de la présence de
solides en suspension, les observations se
limitent & celles qui sont faitesalafin dela
période d’ exposition (48 h). Lasolution d’ essai
devrait alors étre versée dans des récipients peu
profonds (p. ex., des boites de Pétri). S'il est
toujours impossible de faire des observations, on
peut verser doucement les solutions dans un
tamis amailles fines (p. ex., une épuisette pour
aguarium amailles de 0,1 m) et remettre en
suspension le contenu dans de |’ eau de
contréle/de dilution pour établir le nombre de
daphnies survivantes et observer leur
comportement. Les solutions de contrdle
devraient fairel’ objet d’ un traitement identique.

Au moment de chaque observation, il faudrait
enregistrer le nombre de daphnies mortes dans
chague récipient d’ essai et enlever ces daphnies.
Lamort est caractérisée par I'immobilité du
corps, des appendices et du coeur, observés grace
aun microscope a dissection ou a un autre
appareil grossissant. Certains produits toxiques
narcotiques peuvent rendre les daphnies
complétement immobiles et ralentir leur rythme
cardiague pour gu'’il soit de seulement un ou
deux battements alaminute. Danscecas, le
battement cardiague devient le critere définitif de
lamort. Si I’on ne peut examiner attentivement
le coeur, on devrait établir une CE50 d’inhibition
de la mobilité apres 48 h, de préférence a une
CL50. LaCESO et ses limites de confiance se
calculent de laméme fagon que la CL50 (section
4.5), sauf en ce qui atrait au critére différent
concernant |’ effet sur les daphnies.

Les comportements inhabituels devraient étre
enregistrés pour chaque observation. Par
exemple, on devrait consigner, pour chaque
solution d'essai et a chague période

d observation, les cas d' immobilité (daphnies
incapables de nager pendant les 15 secondes qui
suivent une agitation |égére de la solution
d’essai, méme s leurs antennes peuvent toujours
bouger), de |éthargie, de flottaison, de rotation ou
de tournoiement. Des comparaisons de
comportement devraient étre établies avec des
organismes témoins.

Il faut mesurer lateneur en oxygene dissous, le
pH et la température de chaque solution d'essal, y
compris les solutions de contréle, au moins au
début et alafin del'essai. Les mesures finales
devraient étre faites une fois que I'on aterminé
les observations biologiques. On doit mesurer la
conductivité de chaque solution d'essai au moins
au début del'essai. De plus, on doit mesurer,
avant |'exposition des daphnies, la dureté de |'eau
de contrdle/de dilution et au moins de la solution
d'essai de laconcentration la plus élevée.

Compte tenu du faible volume des récipients

d essai, les mesures au début de I’ essal peuvent
étre faites dans une solution d’ essai
«supplémentaire» préparée a cette fin. Si deux
ou plusieurs récipients renferment une méme
concentration, on peut effectuer les mesures
chimiques définitives dans un seul d’eux, ou
combiner lesfluides d’ essai. L’ oxygene dissous
devrait étre mesuré avant le mélange.

45 Résultats et calculs

On doit consigner les mortalités de daphnies dans
chague solution d’ apres 48 h d'exposition.
Dans les essai's a concentrations multiples,
(section 4.1, 5,6 et 7), il faut calculer laCL50
apres 48 h et ses limites de confiance 295 %, en
indiquant la méthode utilisée pour ces calculs.

On peut utiliser différents programmes
informatiques pour le calcul delaCL50 (ou dela
CE50) et de ses limites de confiance. Stephan



(1977) amis au point un programme qui fait
appel atrois méthodes (des probits, dela
moyenne mobile et binomiale) et I'a adapté aux
ordinateurs personnels compatibles IBM. Ce
programme en BASIC est recommandé; les
personnes qui fournissent une disquette peuvent
se le procurer auprés d'Environnement Canada
(annexe A), avec la permission de C.E. Stephan.
Hubert (1987) offre aussi un programme micro-
informatique efficace pour |'analyse des probits,
et on peut utiliser d'autres méthodes
informatiques et manuelles satisfai santes (APHA
et al., 1989; EPA, 19854). Des programmes
utilisant la méthode abrégée de Spearman-Karber
(Hamilton et al., 1977) existent pour les
ordinateurs personnels, mais ne sont pas
recommandésici, puisque les personnes qui ne
connaissent pas les incidences de I’ écrétement
des données dose-effet peuvent obtenir des
résultats divergents.

Le programme de C.E. Stephan, que nous
recommandons, fournit des estimations de la
CL50 et des limites des confiance selon chacune
des trois méthodes quiil utilise, si I'ensemble des
données comprend au moins deux cas ou une
partie des daphnies sont morts. Pour les données
uniformes ou régulieres, les trois résultats seront
dans doute analogues et les valeurs de |'analyse
des probits devraient étre privilégiées et
consignées dans e proces-verbal de l'essai.
L'estimation binomiale peut différer |égérement
desautres. Si |lesrésultats ne comprennent pas
deux cas ou une partie des daphnies sont mortes,
les méthodes des probits et de |la moyenne mobile
ne fonctionnent pas et la méthode binomiale peut
étre utilisée pour dégager lameilleure estimation
possible de la CL50 (ou de la CE50) avec des
limites de confiance prudentes (étendues).

On devrait vérifier toute CL50 calculée par
ordinateur en examinant, sur une échelle de
probabilité logarithmique, la courbe des
pourcentages de (ou des pourcentages
d’immobilité, si lamort N’ est pas déterminée)
apres 48 h pour les diverses concentration
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d'essai P, (figure 3) (APHA et al., 1989).

P Lafigure 3 repose sur des concentrations de 1,8, 3,2, 5,6,
10 et 18 mg/L, avec des mortalitésde 0, 2, 4, 9 et 10
daphnies, araison de 10 daphnies par concentration. La
ligne ajustée a I'oeil a permis d'estimer la CL50 a 5,6 mg/L.

L es programmes informatiques ont permi d'obtenir des
estimations trés semblables a celle de la représentation
graphique pour les données réguliéres de lafigure 3. Les
CL50 (et les limites de confiance a 95 %) se sont établies
comme suit:

Analyse des probits de Hubert (1987) 5,56 (4,28-7,21)
Stephan (1977) probits 5,58 (4,24-7,37)
moyenne mobile 5,58 (4,24-7,33)
binomiale 6,22 (1,8-10)

M éthode de Spearman-Karber (Hamilton et al., 1977) :
écrétement0% 5,64 (4,38-7,26)
écrétement 10% 5,73 (4,34-7,58)
écrétement 20% 5,95 (4,34-9,80)

La méthode binomiale n'a pas permis d'estimer de limites
de confiance, mais on a choisi deux concentrations d'essai
comme limites d'un intervalle al'intérieur duquel
sinscriraient les limites de confiance véritables.

En adjustant une ligne comme celle de la figure 3, on
devrait attributer relativement plus d'importance aux points
qui sont proches de 50 % de mortalité. Si des
concentrations successives produisent une série de 0 % de
mortalité, cette valeur devrait étre utilisée une seule fois
pour ajuster laligne (soit celle qui est la plus proche de la
ligne médiane de distribution des données). De méme,
seule la premiére d'une série de valeurs successives de 100
% serait utilisée. Le méme principe est valable pour les
programmes informatiques : une seule valeur successive de
0 % ou 100 % doit étre inscrite, car les autres valeurs
peuvent entrainer la distorsion de |'estimation de la CL50.
On peut se procurer du papier de probabilité logarithmique
(«log-probit», comme dans la figure 3) aupreés des bonnes
librairies a vocation technique.

Si I'on souhaite estimer le TL50, on peut tracer un
graphique comme celui de lafigure 3 en utilisant le
logarithme du temps comme axe horizontal. On pourrait
utiliser les temps létaux individuels des daphnies;
cependant, ces temps sont rarement disponibles, puisque
les daphnies ne font pas |I'objet d'une surveillance continue.
L e pourcentage cumulatif de mortalité calculé ala suite
d’inspections successives est tout a fait satisfaisant pour la
représentation graphique; une ligne ajustée a l'oeil conduit
a des estimations des limites de confiance suivant les étapes
énumeérées dans la méthode de Lichfield (1949).
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Dans cet exemple hypothétique, dix daphnies on été exposées a chacune de cing concentrations. Laligne a été gjustée a
I'0eilP. On peut établir la concentration qu'on prévoit étre |étale pour 50 % des poissons en suivant la ligne pointillée a partir
du niveau de 50 % jusqu'a son intersection avec laligne ajustée, puis en passant a l'axe horizontal pour une estimation de la
CL50 (5,6 mg/L).

Figure3  Estimation d'une concentration létale 50 par lareprésentation graphique des
mortalités (ou d’une concentration efficace 50 par la représentation des cas
d’immobilité) sur papier de probabilitélogarithmique



Tout écart important entre la CL50 (ou CE50)
estimée au moyen de cette courbe et celle
calculée par ordinateur doit étre résolu.

Pour les essais a concentration unique, les
résultats dépendent de I'objectif de l'essai. |l peut
sagir : @) du pourcentage de mortalité au terme
de I'exposition des poissons a l'échantillon non
dilué pendant 48 h; b) du pourcentage de
mortalité a différents moments, pour la
comparaison de latoxicité; ou ¢) du temps |étal
de chaque poisson dans chaque solution.

Si des mesures successives sont effectuées
(points b) ou c) ci-dessus), on peut estimer, si on
le souhaite, le temps |étal 50 (TL50) en
produisant un graphique semblable alafigure 3,
aceci pres que l'axe horizontal est le logarithme
du temps, au lieu de la concentration. On peut
estimer et comparer les limites de confiance 495
% en prolongeant d'une étape |'anal yse graphique
(Litchfield, 1949). Il faut tenir compte du fait
gue ni le TL50 ni le pourcentage de survie ade
faibles durées d'exposition ne constituent des
méthodes fiables permettant de juger de la
toxicité ultime; par conséquent, les comparaisons
reposant sur ces résultats ne donnent que des
indications semi-quantitatives.

4.6 Produitstoxiquesde référence

L'utilisation courante de produits toxiques de
référence est nécessaire pour qu'on puisse
évaluer, dans des conditions d'essai normalisées,
la sensibilité relative des élevages de daphnies
ainsi que laprécision et lafiabilité des données
obtenues en laboratoire (Environnement Canada,
1990). Lasensibilité des daphnies aux produits
toxiques de référence devrait étre évaluée au
moment de la préparation d’ un nouveau lot de
daphnies en vue d’ un utilisation éventuelle,
pendant I’ essai de toxicité ou dansles 14 jours
précédents ou suivants.

Voici les critéres gu'on peut employer pour
recommander |es produits toxiques de référence
convenant a cet ;
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» facilité d'obtention du produit al'état pur;

e durée de conservation prolongée (stabilité);
e solubilité élevée dans|'eau;

e  dtabilité en solution aqueuse;

e risque minimum pour |'utilisateur;

» facilité et précision de I'analyse;

e toxicité a une concentration relativement
faible

»  courbe dose-effet satisfaisante pour
I'organisme soumis al'essai;

e incidence connue du pH sur latoxicité pour
I’organisme soumis al’essai;

* influence connue de la dureté del'eau sut la
toxicité pour I'organisme soumis al'essai.

Pour cet essai, on recommande d'utiliser comme
produits toxique de référence un ou plusieurs des
composes suivants de qualité «réactif» :chlorure
de sodium, sulfate de zinc ou bichromate de
potassium. On devrait évaluer la sensibilité des
daphnies gréce a des essai s statiques visant &
mesurer la CL50 aprés 48 h pour 'un ou
plusieurs de ces produits, en utilisant |'eau de
contréle/de dilution employée couramment par le
laboratoire*. Les conditions del'essai (y compris
laqualité de I'eau de dilution) et les méthodes
employées devraient étre aussi cohérentes que
possible et conformes aux principes énoncés dans
le présent document.

* On devrait utiliser de I'eau reconstitué si I'on souhaite
atteindre un degré de normalisation supérieure,
particuliérement lorsqu’ on veut faire des comparaisons

avec les résultats obtenus dans d’ autres laboratoires. Des
eaux normalisées sont recommandées a la section 4.1; si
I’on obtenait assez de données en les utilisant, on pourrait
élaborer des normes nationales quant aux limites
admissibles pour les essais de produits toxiques de
référence.



Un diagramme de contrdle devrait étre établi et
mis ajour pour chague produit toxique de
référence utilisé. Ce diagramme devrait rapporter
la concentration logarithmique en coordonnée et
ladate de I'essai en abscisse. Chaque nouvelle
CL50 pour le produit toxique de référence devrait
étre comparée aux limites d'avertissement
établies; pour étre acceptable, la CL50 doit
sinscrire al'intérieur des limites. La moyenne et
I'écart type doivent toujours étre cal culés sur une
échelle logarithmique. La moyenne
logarithmique et ses limites d'avertissement
inférieure et supérieure (+ 2 fois|'écart type)
calculées en prenant les valeurs logarithmiques
disponibles, sont recal cul ées pour chaque CL50
successive, jusgu'a ce que les statistiques se
stabilisent (EPA, 1985a; Environnement Canada,
1990).

Le diagramme de contréle peut étre établi en
reportant ssmplement lamoyenne et + 2 fois
I'écart type comme logarithmes, ou si I'on
préfére, en les convertissant en valeurs
arithmétiques et en reportant laCL50 et + 2 fois
I'écart type sur une échelle logarithmique de
concentration.

Si une CL50 sinscrit en dehors des limites de
contréle, lasensibilité des organismes et e
systéme d'essai sont douteux. Dans la mesure ou
cela peut se produire 5 % du temps du fait du
hasard seulement, une CL50 qui Sinscrit en
dehors de ces limites ne signifie pas
nécessairement qu'il faut mettre en question la
sensibilité de la population de daphnies ou la
précision des données de toxicité produites par le
laboratoire; il Sagit plutdt d'un avertissement que
celapeut étrele cas. On doit alors vérifier
attentivement I’ é&at de santé de I’ élevage (section
2.4.12) ainsi que toutes les conditions d’ élevage
et d'essai. Selon les constatations faites, il peut
Savérer nécessaire d'entreprendre I'acclimatation
d'une nouvelle population de daphnies puisde la
soumettre a une évaluation (avec un ou des
produits toxiques de référence) avant de l'utiliser
dans les essais de toxicité.

27

L es concentrations des produits toxiques de
référence dans toutes les solutions meres
devraient étre mesurées au moyen de méthodes
chimiques appropriées (p. ex., APHA et al.,
1989). Au moment de la préparation des
solutions d'essai, on devrait prélever des
aliquotes au moins dans la solution de contrdl e et
dans les solutions a teneur inférieure, moyenne et
supérieure; ces aliquotes devraient étre analysées
immédiatement ou stockées pour analyse future,
au cas ou la CL50 serait atypique (al'extérieur
des limites de contrdle). Si dlles sont stockées,
on devrait les tenir al'obscurité, aune
températurede 4 + 2° C. Lessolutionsde zinc
devraient étre préservées avant d’ étre stockées
(APHA et al., 1989). Lesaliquotes stockées
nécessitant une mesure chimique devraient étre
analysées sans délai aussitét |’ essai de toxicité
terminé. |l est souhaitable de mesurer les
concentrations dans les mémes solutions alafin
del'essai, une fois terminées les observations
biologiques. Lecacul delaCL50 devrait étre
fondé sur les concentrations moyennes mesurées,
s elles différent appréciablement (c.-a-d. de plus
de 20 %) des concentrations nominales et si les
analyses chimiques sont exactes et fables.

Les concentrations de chlorure de sodium
devraient étre exprimées en poids du sel total
(NaCl) dans|’eau (g/L). Cette valeur differe
[égérement de la mesure normale de la salinité en
o/kg ou en parties par millier. On devrait utiliser
du sulfate de zinc (généralement de formule
ZnS0O, - 7H,0 et d’ une masse moléculaire égale a
4,3982 fois celle du zinc) pour la préparation des
solutions méres de zinc. Ces solutions devraient
étre acides (pH de 3 a4), et on peut les conserver
dans |’ obscurité a4 + 2° C pendant plusieurs
semaines jusqu’ au moment del’ utilisation. La
concentration de zinc devrait étre exprimée en
mg Zn**/L. Les solutions meres de bichromate
de potassium devraient étre conservées a

I’ obscurité dans des bouteilles & bouchon de
verre, et leur concentration devrait s exprimer en
mg Cr™*/L. Lamasse moléculaire du K,CrO, est
égale 22,8290 fois celle du chrome.



4.7 Considérationsjuridiques

Les prescriptions completes et détaill ées établies
pour les essais de | étalité aigué réalisé ades fins
juridiques débordent le cadre du présent
document. On doit absolument prendre soin de
veiller a ce que les échantillons soumis a des
essai s soient recevables en preuve en cas d'action
en justice devant un tribunal. Pour cela, les
échantillons doivent : étre représentatifs de la
substance échantillonnée; ne pas étre contamineés
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par des substances étrangeres; avoir des
coordonnées précises (date, heure et lieu
d'origine); étre consignés clairement pour assurer
la continuité de la preuve; et étre analysés le plus
tot possible aprés leur prélévement. Les
personnes responsables de I'exécution de |'essal
et de |'établissement du procés-verbal doivent
assurer la continuité de la preuve en cas d'action
en justice (McCaffrey, 1979) ains que l'intégrité
des résultats des essais.



Section 5

M éthodes particulieres pour I'essai de produits chimiques

La présente section énonce des instructions
particulieres pour |'essai de produits chimiques,
qui viennent sajouter aux méthodes exposees
dans la section 4.

5.1 Propriétés, étiquetage, transport et
stockage des échantillons

On devrait obtenir des renseignements sur les
propriétés du produit chimique a expérimenter,
notamment sa solubilité dans I'eau, satension de
vapeur, sa stabilité chimique, ses constantes de
dissociation et sa biodégradabilité. Il faudrait
consulter lafiche signal étique sut les
marchandises dangereuses concernant ce produit,
Sil en existe une. Quand la solvabilité dans|'eau
d'un produit chimigue souléve des doutes ou des
difficultés, les méthodes admissibles utilisées
antérieurement pour la préparation de solutions
agueuses de ce produit devraient étre recuelllies
et consignées. |l faudrait également recueillir et
consigner |es autres renselgnements existants, par
exemple laformule structurelle, le degré de
pureté, la nature et le pourcentage des impuretés
significatives, ainsi que la présence et les
quantités d'additifs’.

Dés réception des produits chimiques, les
contenants doivent étre fermeés hermétiquement
et codé ou étiquetés (p. ex., nom du produit
chimique, fournisseur et date de réception). Les
conditions de stockage (p. ex., température et
protection contre lalumiere) sont souvent dictées
par lanature du produit chimique. Les modes

9 Laconnaissance des propriétés du produit chimique aide
a déterminer les précautions et exigences particulieres
requises pour sa manipulation et pour les essais (p. ex.,
essais dans une installation bien aérée, nécessité d'utiliser
un solvant). L'information concernant la solubilité et la
stabilité chimique en eau douce est également utile dans
I'interprétation des résultats des essais.

opératoires normalisés pour lamanipulation et le
stockage des produits chimiques devraient étre
respecteés.

5.2 Préparation des solutions d' essai

Dans le cas des produits chimiques, on exécute
généralement un a concentrations multiples
afin d'établir laCL50. 1l peut Savérer
souhaitable de prévoir des répétitions (deux ou
trois) pour chaque concentration d'essal,
lorsgu'ils sagit d'évaluer de nouveaux produits
chimiques. Des répétitions peuvent savérer
nécessaires en vertu des reglements sur
I'enregistrement des pesticides et des catégories
ana ogues de produits chimiques. Si le produit a
expérimenter est volatile, il faudrait fermer les
récipients d' essai et laisser le moins possible de
vide d’ air au-dessus des solutions.

Lesrécipientsd’ doivent étre en verre”. On
peut préparer les solutions en gjoutant des
guantités prépesées (al'aide d'une balance de
précision) du produit chimique dans chague
réservoir d'essai, de fagcon a obtenir les teneurs
nominales a expérimenter’, ou en goutant des
volumes mesurés d'une solution mére. On
devrait préparer |es solutions meres en dissolvant
le produit chimique a expérimenter dans de |'eau
de contréle/de dilution. Pour les produits
chimiques qui ne se dissolvent pas facilement
dans I'eau, les solutions méres peuvent étre
préparées au moyen de latechnique de la colonne
génératrice (Billington et al., 1988; Shiu et al.,
1988) ou, comme second choix, par dispersion
ultrasonique. Cette dernier technique n’est pas

" Cette démarche n'est normalement utilisée que pour

préparere des concentration élevées ou des volumes
importants de solutions d'essai. Dans les autres cas, on
peut obtenir une plus grande exactitude en préparant une
solution mére.



nécessairement sans inconveénient; en effet, les
ultrasons peuvent disperser une partie du produit
chimique sous forme d’ émulsion ou de fines
gouttelettes, qui peuvent étre absorbées
sélectivement par les daphnies au cours de leurs
activités defiltration. En autre, cette technique
peut donner lieu ades variations de la
disponihilité du produit chimique (et, par
conséguent, de satoxicité), en raison dela
production de gouttel ettes non uniformes et de
tailles différentes. Les goutte ettes peuvent aussi
remonter vers lasurface au coursdel’ essai.

On ne devrait pas utiliser de solvants organiques,
d'émulsifiants ou de dispersants pour accroitre la
solubilité du produit chimique, sauf dans les cas
ou ces substances pourraient étre formulées avec
le produit en cause dans son utilisation
commerciale normale. Les cas échéant, on
devrait préparer une solution de contréle
supplémentaire renfermant laméme
concentration d'agent solubilisant que la solution
la plus concentrée du produit chimique a
expérimenter. Ces agents devraient étre utilisés
parcimonieusement, leur concentration ne devant
pas dépasser 0,5 mL/L dans toute solution d'essai
(EPA, 1985b). Si I'on utilise des solvants, il est
préférable d'utiliser les produits suivants (EPA,
1985b) : le diméthylformamide, le
triéthyléneglycol, le méthanol, I'acétone et
I'éthanal.

5.3 Eau de contrdle/dedilution

Pour |’ évaluation normale, au laboratoire, de la
toxicité d un produit chimique, I'eau de
contréle/de dilution peut étre de I'eau
reconstituée, de I'eau du laboratoire (eau
souterraine ou de surface non contaminée ou eau
municipale déchlorée). Si I’on doit évaluer

I effet toxique d’ un produit chimique sur un
milieu récepteur particulier, on pourrait préever
des échantillons de ce milieu, al’ abri de
I"influence du produit, et les utiliser comme eau
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de controle/de dilution **. Par exemple, il peut
S agir d évaluer I’ effet toxique sur une nappe

d’ eau particuliéere de déversements ou

d’ applications intentionnelles de produit
chimiques (p. ex., vaporisation d’ un pesticide).
Le choix de |’ eau de contréle/de dilution dépend
del’objet del’essai.

Si un degré élevé de normalisation est nécessaire
(p. ex., s'il faut calculer latoxicité d'un produit
chimique dans plusieurs installations d’ essai et
comparer les valeurs obtenues), il faudrait utiliser
de I'eau reconstituée d'une dureté particuliere
pour toutes les dilutions et comme eau de
controle” . 1l est recommandé d’ utiliser une eau
d’une dureté se situant entre 40 et 48 mg/L pour
Daphnia pulex et entre 80 et 100 mg/L pour D.
magna (section 2.4.9), ce qui est le plus
conforme possible a ce qui sefait ailleurs
(annexe B). Lorsgu’ on pense que la dureté ou

d’ autres caractéristiques de I’ eau de dilution
peuvent influer sur latoxicité du produit
chimique a expérimenter, on peut mener deux
essais ou plus avec différentes eaux
reconstituées.

® Les contaminants qui se trouvent déja dans le milieu
récepteur peuvent gjouter leur toxicité a celle du produit
chimique ou de I'eau usée a expérimenter. Dans ce cas, de
I'eau de contréle/de dilution non contaminée (naturelle ou
reconstituée) donnerait une estimation plus exacte de la
toxicité du produit déversé ou appliqué, mais pas
nécessairement de son impact total sur le site visé.

' Une solution de rechange (compromis) quant a

I’ utilisation du milieu récepteur comme eau de contrdle/de
dilution consiste a corriger le pH et la dureté de I’eau du
laboratoire (ou d'une eau reconstituée) pour qu’ils
correspondent a ceux du milieu récepteur. Selon la
situation, la correction peut se faire en fonction de
moyennes saisonniéres ou de valeurs mesurées dans le
milieu récepteur a un moment particulier.

Y Comme ladureté, le pH et d’ autres caractéristiques de
I’eau de dilution peuvent influer beaucoup sur la toxicité de
la surface a experimenter, I’emploi d’ une eau reconstituée
normalisée permet d’ obtenir des résultats véritablement
comparables a deux d’autres laboratoires.



5.4 Observations et mesures

Pendant |a préparation des solutions et a chacune
des périodes d'observation prescrites, on devrait
examiner chague solution d'essai afin d’ observer
la présence et |'évolution du produit chimique (p.
eX., couleur et opacité de la solution,
précipitation ou floculation du produit chimique).
Toute observation devrait étre consignée.

Il est souhaitable d'analyser les solutions d'essai
afin de déterminer les concentrations de produits
chimiques auxquelles les daphnies sont
exposées’. Pour lefaire, on devrait prélever des
échantillons dans les solutions d'essai a teneur
supérieure, moyenne et inférieure et dans les
solutions de contrdle, au début et alafin de
I'essai au minimum. Ces échantillons devraient
étre conserves, stockeés et analyses au moyen des
meilleures méthodes éprouvées permettant
d'établir la concentration du produit chimique
Vise en solution aqueuse.

Si le dosage du produit chimique indique que les
concentrations ont fléchi de plus de 20 %
pendant I'essai, latoxicité |étale aigué du produit
chimique devrait étre réévaluée au cours d'un

Y Il n'est pas nécessaire d'effectuer ces analyses dans tous

les cas, en raison des limites de |'analyse, des codts a
engager ou de I'existence de données techniques antérieures
indiquant la stabilité du produit chimique en solution dans
des conditions analogues a celles de I'essai.

L es analyses chimiques sont particulierement
recommandables si (EPA, 1985b) : les solutions d'essai
sont aérées; la substance a expérimenter est volatile,
insoluble ou se précipite; on sait que cette substance est
absorbée par les matériaux dont les réservoirs d'essai sont
construits; ou on fait appel a un systeme a renouvellement
continu. Certains cas (p. ex., I'essai de pesticides en vue de
leur enregistrement) peuvent nécessiter la mesure des
concentrations du produit chimique dans les solutions
d'essai.
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essai arenouvellement périodique (APHA et al.,
1989) ou continu (EPA, 1982 et 1995b). Dans
tous les essais au cours desgquels on mesure les
concentrations, latoxicité devrait étre calculée et
exprimée en fonction des concentration
mesurées, sauf sil y ade bons motifs de croire
gue les mesures chimiques ne sont pas exactes.
Aux fins de ces calculs, on devrait caractériser
chaque solution d'essal par la moyenne
géométrique des concentrations mesurées
auxquelles les organismes ont été exposes.

5.5 Résultats et calculs

Le résultat des essais de produits chimiques est
généralement une CL50 aprés 48 h. Les
méthodes admises pour le calcul dela CL50 et de
son intervalle de confiance a 95 % sont énoncées
alasection 4.5.

L'essai n'est pas valable si lamortalité dansla
solution de contréle contenant un solvant (ou
dans I'eau de contréle non traitée) est supérieure
a10 %, ou s plus de 10 % des daphnies dans
['une ou I'autre solution ont un comportement
atypigue ou stressé (p. ex., immobilité).



Section 6

M éthodes particulieres pour I'essai d'échantillons, d'effluents, d'élutriats

et delixiviats

La présente section énonce des instructions
particulieres pour I'essai d'échantillons,
deffluents, d'élutriats et de lixiviats; ces
instructions viennent sajouter aux méthodes
exposees dans la section 4.

6.1 Etiquetage, transport et stockage
des échantillons

Les contenants utilisés pour le transport et le
stockage des échantillons d'effluents, de lixiviats
et d'élutriats doivent étre fabriqués de matériaux
non toxiques (p. ex., verre, polyéthylene ou
polypropylene). 1ls doivent étre neufs, ou encore
nettoyés afond et rincés avec de |'eau non
contaminée, et ils devraient également étre rincés
avec I'échantillon arecueillir. 1l faudrait les
remplir afin de réduire lesvides d'air.

Aussitét |'échantillon recueilli, chaque contenant
doit étre rempli, fermé hermétiquement et
étiqueté ou codé. L'étiquette devrait porter au
moins le type d'échantillon, la source, la date et
I'heure du prélevement, ainsi que le nom des
préposeés al'échantillonnage. Les contenants non
€étiquetés ou non codés livrés au laboratoire ne
devraient pas étre retenus pour des essais. En
général, les échantillons livrés dans des
contenants remplis en partie ne devraient pas non
plus faire |'objet d'essais, puisque les produits
toxiques volatils sévaporent dans le vide dair.
Cependant, si I'on sait que lavolatilité ne pose
pas de probleme, ces échantillons pourraient faire
I'objet d'essais, aladiscrétion de
I'expérimentateur.

L'essal des échantillons d'effluents et de lixiviats
devrait étre entrepris le plus t6t possible apres
leur prélevement. Il devrait débuter danslestrois
jours et doit étre entrepris au plus tard cing jours
apres lafin des préevements. Les échantillons

recueillis pour extraction et del'élutriat
devraient subir I'essai dans les dix jours suivant
leur réception. Les élutriats devraient faire
I'objet d'un essai danslestroisjours suivant la
préparation de I'échantillon ou selon les
instructions fournies.

Il est souhaitable de ranger au froid les
échantillons d'effluents et de lixiviats aussitot
recueillis et pendant le transport. Lorsque cela
est peu pratique (p. ex., sil faut expédier de forts
volumes d'échantillons), on peut les conserver a
|la température ambiante pendant |e transport.
Cependant, quand cette température est extréme
(c.-a-d. supérieurea 30° C ou inférieurea 1° C)
ou quand on prévoit des délais de transport
supérieurs a deux jours, latempérature des
échantillons devrait étre controlée (de 1 a8° C)
en cours de transport.

Les échantillons d'effluents et de lixiviats ne
devraient pas geler pendant le transport. A
I'arrivée au laboratoire, ils peuvent étre ramenés
immeédiatement ou pendant lanuit 220 + 2° C et
les S peuvent étre entrepris. Si un stockage
plus long savere nécessaire, les contenants
devraient étre entreposes dans |'obscurité entre 1
et 8° C et, de préférence, a4 + 2° C.

Sauf précision contraire, les conditions de
température pendant e transport et e stockage
des dlutriats, ains que des échantillons destinés a
I'extraction aqueuse et al'essai ultérieur de
['Eutriat, devraient étre conformes aux indication
Ci-dessus.

6.2 Préparation des solutions d' essai

Les contenants d'échantillons doivent étre agités
vigoureusement juste avant d'étre vidés, afin
d'assurer |a resuspension des solides décantabl es.



Les sous-échantillons (c.-a-d. les échantillons
répartis dans deux ou plusieurs contenants)
doivent ére mélangés ensemble, afin d'assurer
leur homogénéité. Sil est nécessaire de stocker a
nouveau les échantillons, I'échantillon composite
(ou une partie de cet échantillon) devrait étre
retourné dans les contenants de sous-échantillons
et stocké (section 6.1) jusgu'au moment de
I'utilisation.

Au besoin, on peut guster latempérature des
échantillons ou des solutions d'essai ala
température précisée pour |'essai. Pour chauffer
les échantillons ou les solutions d'essai, utiliser
un bain-marie. Ne pas utiliser de
thermoplongeur étant donné que cela peut altérer
les constituants chimiques et modifier latoxicité.
Pour le refroidissement, utiliser un bain d'eau
glacée ou un refroidisseur aimmersion fait d'un
matériau non toxique (p. ex., acier inoxydable).
Chague essai, que ce soit avec des concentrations
multiples ou une concentration unique, doit
comprendre une ou plusieurs solutions de
contrdle.

6.3 Eau de controle/de dilution

Pour les essais de surveillance et de conformité
réalisés sur des échantillons d'effluents ou de
lixiviats, on devrait utiliser comme eau de
controle/de dilution I'eau naturelle ou
reconstituée dans laquelle les daphnies ont é&té
élevées, ou un échantillon de milieu récepteur®".
Etant donné que |es résultats pourraient s avérer
tres différents pour les deux source d'eau, on doit
fixer les objectifs de I'essai avant d'effectuer ce
choix. Il faudrait également tenir compte des
difficultés et des colts de transport, puisgue
['utilisation du milieu récepteur comme eau de
contréle/de dilution augmente considérablement
le volume de liquide a transporter.

L'utilisation du milieu récepteur comme eau de
contrdle/de dilution peut étre souhaitable dans
certains cas, lorsqu'il faut recuelllir des
renseignements propres au site visé en ce qui
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concerne |'effet toxique potentiel d'un effluent,
d'un lixiviat ou d'un éutriat sur un milieu
récepteur particulier >'. Les conditions de
prélévement, de transport et de stockage des
échantillons de milieux récepteurs devraient étre
conformes aux dispositions de la section 6.1.

Si un échantillon de milieu récepteur prélevé en
amont doit étre utilisé comme eau de contréle/de
dilution, une solution de contréle distincte
devrait étre préparée a partir de I'eau du
laboratoire alaquelle les daphnies ont éte élevées
pendant deux ou plusieurs semaines. Lasurvie,
|'aspect et le comportement des daphnies (section
4.4) dans|'eau de contrdle du laboratoire
devraient é&tre comparés a ceux des poissons dans
['échantillon de milieu récepteur .

Les essais nécessitant un degré supérieur de
normalisation peuvent faire appel ade I'eau
reconstituée d’ une dureté particuliere (tableau 2)
comme eau de contréle/de dilution. Cette eau
peut convenir lorsqu'il faut évaluer latoxicité
d'un échantillon ou d'une sé&rie d'échantillons en
comparant les résultats obtenus aun certain
nombre de laboratoires ou a un méme laboratoire
ou laqualité de l'eau est variable. L’ utilisation
d’ eau reconstituée permet alors de minimiser
toute influence modificatrice attribuable a des
différences dans la chimie de |'eau de dilution.

6.4 Observations et mesure

Lacouleur, laturbidité, I’ odeur et I’ homogénéité
(c.-ad. laprésence de matieres flottantes ou de
solides de I’ échantillon d’ effluent, de lixiviat ou
d élutriat devraient étre observées au moment de
la préparation des solutions d’ . La
précipitation, la floculation, le changement de

" Lacomparison du comportement (p. ex., mobilité,
rotation et flottaison) et de la survie des daphnies placées
dans I’ eau de contrdle et de celles placées dans
I”échantillon de milieu récepteur prélevé en amont permet
de distinguer les effets toxiques manifestes qui pourraient
étre attribuables a la présence de contaminants dans |’ eau
d’amont.



couleur, le rgjet de matiéres volatiles ou d’ autres
réactions au moment de la dilution avec I’ eau
devraient étre consignés, tout comme les
changements d’ aspect des solutions pendant
I’essai (p. ex., le moussage, ladécantation, la
floculation, I’ augmentation ou la diminution de
laturbidité et les variations de couleur).

Lorsque les échantillons d’ effluent ont une teneur
en solides appréciable, il est souhaitable de
mesurer leur totale en solides en suspension et
décantables (APHA et al., 1989) dés leur
réception; ces é éments, qui font partie de la
description générale de I’ effluent, peuvent influer
sur lesrésultats de I’ essai de toxicité.

6.5 Résultats et calculs

Les essais de surveillance et de conformité
devraient normalement porter, au minimum, sur
une ou plusieurs parties non diluées de
I'échantillon et sur une ou plusieurs solutions de
contréle. Selon les exigences réglementaires
précisées, les s de conformité peuvent faire
appel aune seule concentration (100 % d'eaux
usées, sauf indication contraire) ou déterminer la
CL50 apres 48 h (section 4.5).

Les essaisréalisés pour lasurveillance dela
toxicité des effluents, des lixiviats ou des
élutriats peuvent viser a mesurer le pourcentage

de mortalité des organismes aprés 48 h dans une
seule concentration, a établir le TL50 de
I'échantillon, dilué ou non, ou encore a mesurer
laCL50 aprés 48 h. Lerésultat dépend d'un
certain nombre de considérations, notamment les
objectifs du programme de surveillance, les
exigences de conformité, le colt des essais et les
antécédents en matiere de survie de daphnies
dans des eaux usées non diluées.

Les essais de toxicité réalisés a d'autres fins (p.
ex., détermination de sources de toxicité a
I'intérieur d'une usine, de I'efficacité d'un
traitement ou des effets de modifications d'un
procédé sur latoxicité) peuvent, selon les
objectifs de I'étude, porter sur une seule
concentration (100 % ou une dilution appropriée,
ains gqu'un contréle) ou sur des concentrations
multiples. Lesessais a concentration unigque sont
souvent un moyen économique d'établir la
présence ou I'absence d'une toxicité |étale aigué
ou d'évaluer un nombre important d'échantillons
afin d'établir leur toxicitérelative. Lesrésultats
de ces essais dépendent toujours des objectifs de
I'étude; il peut sagir de cotes arbitraires de
réussite ou d'échec, d'un pourcentage de mortalité
de daphnies aprés 48 h ou dans un délai

plus rapproché (p. ex., 24 h), ou du temps létal de
chaque daphnie dans chague solution. Les
éléments exposés a la section 4.5 sont pertinents
dans ce cas.



Section 7

M éthodes particulieres pour I’essai d’ échantillons de milieux r écepteurs

Le lecteur trouvera ci-apres des instructions pour
I'essai d'échantillons de milieux récepteurs, qui
viennent sagjouter aux méthodes exposees dans la
section 4.

7.1 Etiquetage, transport et stockage
des échantillons

Les méthodes d'étiquetage, de transport et de
stockage des échantillons devraient étre
conformes aux dispositions de lasection 6.1. Les
essais devraient étre mis en route le plus tot
possible apres |e prél évement des échantillons;

ils devraient débuter dans lestroisjours et
doivent étre entrepris au plus tard cing jours
apres lafin des prélévements.

7.2 Préparation des solutions d'essai

Les contenants devraient étre agités avant d'étre
vidés, afin d'assurer I'nomogénéité des
échantillons. Les sous-échantillons devraient
étre composes comme le prévoit la section 6.2.

7.3 Eau de controle/de dilution

Pour les échantillons de milieux récepteurs
recueillis dans le voisinage d'un point de rejet
d'eaux usées, d'un déversement de produits
chimiques ou d'une autre source ponctuelle de
contamination possible, on pourrait prélever
simultanément de |'eau d'amont et |'utiliser
comme eau de contrdle/de dilution pour les
échantillons d'aval *'. Cette eau devrait étre
prélevée le plus prés possible des sources de
contamination en cause, mais en amont ou a
I'extérieur de leur zone d'influence.

Si I'on utilise de I'eau d'amont comme eau de
contréle/de dilution, on devrait préparer une

solution de contréle distincte a partir de I'eau du
laboratoire alaquelle les daphnies ont été
acclimatées pendant deux ou plusieurs semaines.
Lasurvie et le comportement des daphnies
(section 4.4) dans I'eau de contréle du laboratoire
devraient étre comparés a ceux des daphnies
détenues dans des conditions analogues dans
I'eau de contrdle d'amont”. Si ces dernieres
montrent des signes d'épuisement ou de mortaité
et s |'on prépare des dilutions de |'eau d'aval pour
les essais (parce que I'on sattend a ce qu'elle soit
toxique), on devrait préparer a ce moment un
ensemble distinct de dilutions au moyen de I'eau
du laboratoire dans laguelle les daphnies ont éé
élevées. Les expérimentateurs prévoyant cette
éventualité devraient recueillir des volumes
suffisants d'échantillons pour permettre de
préparer ces dilutions supplémentaires.

Des contraintes logistiques, les effets toxiques
prévus ou d'autres détails pratiques propres a
I'emplacement peuvent empécher |'utilisation de
I'eau d'amont comme eau de contréle/de dilution.
En parell cas, I'eau du laboratoire utilisée pour
I'@evage des daphnies devrait servir a cette fin.
On pourrait corriger certaines de ses
caractéristiques afin de simuler en partie I'eau
d'amont".

7.4 Observations et mesures

Lacouleur, laturbidité, le moussage, la
précipitation et les autres caractéristiques de
I'échantillon et des solutions devraient étre
observeés conformément aux dispositions de la
section 6.4, aussi bien pendant |a préparation des
solutions d'essai que par la suite, pendant les
essais eux-mémes. Ces observations viennent
Sgouter aux observations de base sur les
organismes prévues ala section 4.4.



7.5 Résultats et calculs

Les résultats des essais portant sur des
échantillons de milieux récepteurs devraient étre
conformes aux options et aux démarches prévues
dans les sections 4.5 et 6.5.

Les essais de surveillance et de conformité
devraient normalement porter, au minimum, sur
une ou plusieurs parties non diluées d'un
échantillon et sur une ou plusieurs solutions de
controle. Lesrésultats des essais d'échantillons
de milieux récepteurs peuvent ére limités a
I'établissement d'un pourcentage de mortalité des
daphnies apres 48 h dans |'échantillon non dilué,
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ainsi qu'aux données sur letemps |étal, le cas
échéant. Lorsgue les échantillons de milieux
récepteurs sont probablement toxiques et que I'on
souhaite obtenir des renseignements sur le degré
de dilution nécessaire pour permettre lasurvie a
court terme des daphnies, on devrait effectuer un
essai permettant d'établir la CL50 apres 48 h.
Une ou plusieurs concentrations non diluées
(échantillon a 100 %) et au moins quatre
dilutions devraient faire I'objet de cet essai, ans
gu’ une ou de plusieurs solutions de contréle. En
supposant que les données le permettent, la CL50
et ses limites de confiance a 95 % devraient étre
calcul ées.



Section 8
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Proces-verbal del'essai

Le proces-verbal del'essai devrait décrireles
matériaux et les méthodes utilisés, ainsi que les
résultats de I'essai. A partir de ce document, le
lecteur devrait étre en mesure de savoir s,
compte tenu des conditions et des méthodes
utilisées, les résultats sont admissibles pour
['utilisation prévue.

Les méthodes et conditions communes a une
série continue d'essais (p. ex., essais de toxicité
courants a des fins de surveillance ou de
conformité) et conformes aux dispositions du
présent document peuvent faire'objet d'un
renvoi aun proces-verbal généra définissant le
mode opératoire normalisé. Les sections 8.1 a8.7
inclusivement énumerent diverses exigences
(identifiées dans le présent rapport par des
boulets) a consigner dans les proces-verbaux. Les
renseignements particuliers aun essai doivent
étre inclus dans le procés-verbal propre al'essai.
Les renseignements méthodol ogi ques inhérents
aux pratiques de laboratoire normalisees utilisées
lors de I'application de cette méthode d'essai
biologique peuvent figurer dans e proces-verbal
général.

Chaque rapport particulier aun essai doit
indiquer tout non respect des exigences précisees
aux sections 2 a7 de la présente méthode d'essai
biologique et, le cas échéant, en préciser les
détails. Des programmes de surveillance
particuliers ou des protocoles relatifs aux essais
(p. ex., le mode opératoire et les résultats des
essai s exigeant une correction du pH et (ou) de la
dureté) pourraient exiger la mention de certains
éléments dans le proces-verbal propre al'essai ou
encore demander ace que certains
renseignements méthodol ogiques portent la
mention «Données a garder en dossier». Les
détails concernant laréalisation et les résultats de
I'essai qui ne sont pas consignés au proces-verbal

devraient étre versés aux dossiers du laboratoire
d'essai, de sorte qu'on puisse obtenir les
renseignements voulus si une vérification de
I'essai Savere nécessaire.

8.1 Substance a expérimenter

* Type, source et description de I’ échantillon
(produit chimique, effluent, éutriat, lixiviat
ou milieu récepteur; lieu et méthode de
prélévement; détails sur la nature, I'aspect et
les propriétés de |'échantillon, ainsi que son
volume ou son poids).

* Renseignements sur |'étiquetage ou le codage
de la substance a expérimenter.

o Détails sur le modalités de prélévement, de
transport et de stockage des échantillons (p.
eX., échantillon instantané, discontinu ou
composite, description du contenant, et
température de |'échantillon alaréception et
pendant le stockage).

e ldentité des personnes ayant préevé au fourni
I” échantillon.

e Dateet heure du prélévement de
I’ échantillon, de saréception al'installation
d'essai et du début de I'essai définitif.

8.2 Organismessoumisal'essai
» Espéceet source.

» Descriptions des conditions et des méthodes
d’ élevage ; installations, éclairement, source
et qualité de l'eau, prétraitement de I'eau,
conditions et appareils d aération, méthodes
d’ élevage (y compris la fréquence et le mode
d’ échange de I’ eau), méthodes de



8.3

manipulation des organismes, température
pendant I’ @ evage, type de nourriture, ration
et fréquence d'alimentation.

Pourcentage estimatif de mortalité dans

I’ élevage pendant les sept jours précédant

I’ essai.

Données sur |’ &ge de daphnies au moment de
leur premiére couvée et sur le nombre moyen
de néonates par couvée.

Mode opératoire et méthodes employées pour
obtenir des néonates des geénitrices.

Age des organismes au début de I’ essai.
I nstallations et appareils

Nom et adresse du |aboratoire d’ :
Nom des personnes ayant effectué I'essai.
Description des systemes de réglage de
I'éclairement et de latempérature dans

I'installation d'essai.

Description des récipients d'essai (taille,
forme et type de matériau).

8.4 Eau de controle/de dilution

Type et source(s) de I'eau utilisées comme
eau de contréle/de dilution.

Type et quantité de tout produit chimique
ajouté al'eau de contrdle/de dilution.

Détails sur I'échantillonnage et le stockage, si
I'eau de contrdle/de dilution provient du
milieu récepteur en amont.

Prétraitement de |'eau (correction de la
température, de la dureté ou du pH, dégazage,
débit et durée d'aération, etc.)
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Variables de laqualité de I'eau mesurées
avant |'essal et au début de l'essal.

8.5 Meéthode d essai

Breve mention de la méthode utilisée, sil
sagit d'une méthode normalisee (p. ex.,
conforme au présent document).

Conception et description de laméthode, s
elle spécialisée (p. ex., renouvellement
périodique ou continu des solutions d'essai),
ou des modifications apportées ala méthodes
normalisee.

M éthode utilisée pour la préparation des
solution méres et des solutions d'essai de
produits chimiques.

Résultats de toute analyse chimique des
solutions d'essai et mention des méthodes
analytiques utilisées.

Utilisation d'un essal préaable ou de
détermination de I'ordre de grandeur.

Fréguence et nature des observations
effectuées pendant I'essai.

8.6 Conditionsdel'essai

Nombre, concentration, volume et profondeur
des solutions d'essai, y compris |es solutions
de contrdle.

Nombre d’ organismes par solution d'essai et
par volume de 10 mL.

Photopériode, source lumineuse et
éclairement ala surface des solutions d'essai .

Renseignements sur |'aération des
échantillons ou des solutions d'essai (débit,
durée et mode d'application) avant
I'exposition des daphnies.
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Description de toute correction du pH ou de
la dureté des solutions d'essai, y compris la
méthode employée et |le moment de la
correction.

Résultats de toute mesure chimique des
solutions d'essai (p. ex., concentration du
produit chimique et teneur en solides en
suspension).

Température, pH, oxygéne dissous (mg/L et
pourcentage de saturation) et conductivité,
d'apres les mesures et les observations faites
dans chaque solution d'essai.

Conditions et méthodes de mesure de la
CL50 apres 48 h ou des produits toxiques de
référence.

Résultats de | essai

Aspect des solutions d'essai et modifications
constatées pendant |'essal.
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Comportement des daphnies, et nombre et
pourcentage des daphnies mortes ou
immobiles dans chaque solution d'essai (y
compris la solution de controle), selon les
données consignées au cours de chague
période d'observation. Nombre et
pourcentage des organismes témoins ayant un
comportement atypique ou stresse.

Résultats de I'essai de détermination de
I'ordre de grandeur (Sil y en aeu un).

Toute valeur CL50 ou TL50 apres 48 h (y
compris les limites de confiance & 95 %)
ayant été établie, y compris une mention de la
méthode statistique utilisée pour les calculs.

CL50 apres 48 h et limites de confiance a

95 % établies pour le ou les produits toxiques
deréférence, a14 jours ou moinsdel'essal,
au moyen de I’ @devage dont proviennent les
daphnies utilisées pour I'essai; valeur
moyenne (+ 2 fois I'écart type) obtenue pour
le ou les mémes produits a l'installation
d'essai au cours d'essais antérieurs.
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d’Environnement Canada

Membres du Groupe intergouvernemental sur latoxicité aquatique (au moisde juillet 1990)

Gouvernement fédéral (Environnement Canada)

P. Wells (président actuel)
PE, Dartmouth (N.-E.)

B. Moores
St. John's (T.-N.)

K. Doe )
Dartmouth (N.-E.)

W. Parker )
Dartmouth (N.-E.)

N. Bermingham
Longueuil (Québec)

C.Blaise
Longueuil (Québec)

G. Elliot
Edmonton (Alberta)

R. Watts
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K. Day
Institut national de recherche sur les eaux
Burlington (Ontario)

B. Dutka
Institut national de recherche sur les eaux
Burlington (Ontario)

C. Kriz
Direction des programmes fédéraux
Ottawa (Ontario)

D. MacGregor
Direction des produits chimiques commerciaux
Ottawa (Ontario)

P. MacQuarrie
Direction des produits chimiques commerciaux
Ottawa (Ontario)

R. Scroggins
Direction des programmes industriels
Ottawa (Ontario)

G. Sergy
Direction du dével oppement technol ogique
Edmonton (Alberta)

P. Farrington
Direction de la qualité des eaux
Ottawa (Ontario)

Gouvernements provinciaux

C. Bastien
Ministére de I’ Environnement du Québec
Ste-Foy (Québec)

G. Westlake
Ministére de |’ Environnement de |’ Ontario
Rexdale (Ontario)

W. Y oung

Ministere de I’ Environnement et de la Securité
publique du Manitoba

Winnipeg (Manitoba)
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Ministére de |’ Environnement et de la Sécurité
publique de la Saskatchewan

Regina (Saskatchewan)
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Ministére de I’ Environnement de I’ Alberta
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S. Horvath

Ministére de I’ Environnement et de la Colombie-
Britannique

Vancouver (C.-B.)

G. van Aggelen

Ministére de I’ Environnement et de la Colombie-
Britannique

Vancouver (C.-B.)
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Adressesdel’administration centrale et des bureaux r égionaux
d’Environnement Canada

Administration centrale Région del’Ontario

351, boulevard Saint-Joseph 4905 rue Dufferin

Place Vincent-Massey 2¢é étage

Hull (Québec) Downsview (Ontario)

K1A OH3 M3H 5T4

Région del’ Atlantique Région desPrairies et du Nord
15° étage, Queen Square Twin AtriaNo. 2, piece 210

45, promenade Alderney 4999-98° avenue

Dartmouth (Nouvelle-Ecosse) Edmonton (Alberta)

B2Y 2N6 T6B 2X3

Région du Québec Région du Pacifique et du Y ukon*
105 rue McGill 224, rue Esplanade ouest

8% étage North Vancouver (C.-B.)
Montréal (Québec) V7M 3H7

H2Y 2E7

* Un programme informatique en BASIC pour le calcul de
la CL50 existe et peut étre reproduit sur une disquette
formatée de 13 cm compatible IBM, fournie par

I’ utilisateur. Pour se procurer ce programme,
communiquer avec le Laboratoire de toxicité aquatique a
cette adresse.



Annexe B

a7

Ecarts de méthodologie pour I'exécution d'essais de |étalité aigué sur

Daphnia spp.*

1. Type de substance a expérimenter

Document Type de Substance

APHA et al., 1985 effluent

1SO, 1982 effluent ou autre substance soluble

ASTM, 1984 effluent

OCDE, 1981 produit chimique

EPA, 1982 produit chimique

Plotkin et Ram, 1983 produit chimique ou effluent

Pays-Bas, 1980 produit chimique ou effluent

BHSC, 1982 produit chimique

EPA, 1985b produit chimique

Greeneet al., 1988 élutriat ou milieu récepteur

C.-B., 1988 effluent

Poirier et al., 1988 effluent

2. Organisme, type d'essai et durée

Document Organisme Cycle Type d'essai Durée
biologique (h)

APHA et al., 1985 D. magna néonate (<24) S 120

SO, 1982 D. magna néonate (6-24) S 24

ASTM, 1984 D. magna/D. pulex  néonate (<24) S 48

OCDE, 1981 Daphnia sp. néonate (<24) S 24

EPA, 1982 D. magna/pulex néonate (<24) S, RC’ 48

Plotkin et Ram, 1983 D. magna/pulex néonate (<24) S 48

Pays-Bas, 1980 D. magna néonate (<24) S 48

BHSC, 1982 D. magna/pulex néonate (6-24) S 48

EPA, 1985b D. magna/pulex néonate (<24) SRC 48

Greeneet al., 1988 D. magna/pulex néonate (2-24) S 48

C.-B., 1988 D. magna/pulex néonate (<48) S 48

Poirier et al., 1988 D. magna néonate (< 24) S 438

2 S = Essai statique, P RC = Essai & renouvellement continu

*

auteurs en date d'ao(it 1988.

D'apreés les prescriptions des documents de méthodologie canadiens, américains et internationaux dont disposaient les



3. Conditions d’ élevage et d' acclimatation
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Document Source d’ eau Température Dureté Aération
9]

APHA et al., 1985 ER? ENP MR® 20 NI® aucune
1SO, 1982 EN EDY 202 NI aucune
ASTM, 1984 MR 20+ 4 NI au besoin, si OD >40%
OCDE, 1981 ER EN 19+1 NI pendant I’ élevage au
EPA, 1982 ER EN ED MR20+1 NI besoin, si OD >60%
Plotkin et Ram, 1983 ER EN 21 2 NI aération légere
Pays-Bas, 1980 ER 19+1 NI pendant I’ élevage
BHSC, 1982 ER EN NI NI NI
EPA, 1985b NI NI NI NI
Greene et al., 1988 ER 22+ 4 D. magna: 80-100 aération légere

D. pulex: 40-48 au besoin, si OD >6 mg/L
C.-B., 1988 ER EN NI D. magna: 110 NI

D. pulex:50
Poirier et al., 1988 ED ou autre 20+ 1 120-250 aération légere

MR = Milieu récepteur

a
b
c
d
e

NI = Non indiqué

ER = Eau reconstituée
EN = Eau naturelle, souterraine ou de surface, provenant d’une source non contaminée

ED = Eau municipale déchlorée

4. Conditions d'éclairement pendant I'élevage

Document Photopériode Intensité Type Aube/

(lumiére :obscurité) (lux) déclairage crépuscule

(min)
APHA et al., 1985 NI NI NI NI
ISO, 1982 NI NI NI NI
ASTM, 1984 16h:8h <800 fluorescent & NI
spectre continu
OCDE, 1981 8h:16h NI NI NI
EPA, 1982 16h:8h NI NI 15-30
Plotkin et Ram, 1983 12h:12h [umiére ambiante NI NI
du laboratoire

Pays-Bas, 1980 8h:16h NI NI NI
BHSC, 1982 NI NI NI NI
EPA, 1985b NI NI NI NI
Greeneet al., 1988 16h:8h 540-1080 NI NI
C.-B., 1988 14h:10h NI NI NI

ou éclairage naturel
Poirier et al., 1988 16h:8h <800 fluorescent NI

Blanc froid
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5. Conditions d’ alimentation pendant |’ élevage et |’ essai

Document

Alimentation pendant I’ é evage

Alimentation pendant I’ essal

APHA et al., 1985 fumier + levure, algues ou herbe non

1SO, 1982 extrait de viande + glucose ou algues NI

ASTM, 1984 aliments naturels ou artificiels non

OCDE, 1981 algues (Chlorella spp.) non

EPA, 1982 algues ou autre aiments non

Plotkin et Ram, 1983 moulée de truite + levure oui (gjoutée ala solution)

Pays-Bas, 1980 algues (Chlorella spp.) non

BHSC, 1982 NI non

EPA, 1985b NI NI

Greeneet al., 1988 moulée de truite, luzerne, levure + algues non

C.-B., 1988 moulée de truite, levure + algues non

Poirier et al., 1988 culture d’ algues mélanges non

6. Conditionsdel’

Document Récipient Volume Nombre de mL de Nombre de
d’ essai daphnies solution répétitions
(mL) par récipient par daphnie

APHA etal., 1985 bécher*de 125 mL 100 10 10 3

1S0, 1982 bécher/éprouvette NI <20 >2 NI

ASTM, 1984 bécher de250 mL 200 5 40 4

OCDE, 1981 NI NI 5 2 4

EPA, 1982 bécher de250 mL 200 10 >25 >2

Plotkin et Ram, 1983 bécherde 1 L 200-400 10 20-40 2

Pays-Bas, 1980 bécher de 0,25 ou 1L 250-1000 25 10-40 2

BHSC, 1982 NI NI 5 2 4

EPA, 1985b bécher de250 mL 200 10 20 2

Greene et al., 1988 bécher de 100 mL 50 10 5 3

C.-B., 1988 sacs W hirl-Pak™® NI 10 10 2

jetables
Poirier et al., 1988 éprouvettes de 50 3 15 1

25 mm sur 100 mm




7. Caractéristique de I'eau de contrdle/de dilution
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Document Typed eau Dureté pH oD
(mg/L) minimum
APHA et al., 1985 ER* EN® MR NI NI NI
ISO, 1982 ER 250+ 25 78+02 >80%
ASTM, 1984 ER EN MR NI NI NI
OCDE;, 1981 ER EN NI NI >80 %
EPA, 1982 ER EN ED° MR NI NI >90 %
Plotkin et Ram, 1983 ER EN 170+ 10 NI NI (aérée)
Pays-Bas, 1980 ER NI NI 100 %
BHSC, 1982 ER EN NI NI NI
EPA, 1985b ER EN 40-48 NI NI
Greeneet al., 1988 ER D. magna: 80-100 NI >60 %
D. pulex: 4048
C.-B., 1988 ER EN D. magna: 100 NI >90 %
D. pulex: 50
Poirier et al., 1988 ED ou autre 120-150 6,5-8,5 NI
*  ER = Eau reconstituée
® EN = Eau naturelle, souterraine ou de surface provenant d’ un source non contaminée
¢ ED = Eau municipale déchlorée
¢ MR = Milieu récepteur
8. Conditions d’ éclairement pendant I’
Document Photopériode Intensité Type Aube/
(lumiére:obscurité) (lux) d éclairage crépuscule (min)
APHA et al., 1985 NI NI NI
ISO, 1982 24 h d' obscurité - -
ASTM, 1984 16h:8h <800 fluorescent a NI
spectre continu
OCDE, 1981 24 h d' obscurité - - -
EPA, 1982 16h:8h NI NI 15-30
Plotkinet Ram, 1983 12h:12h 540-1080 NI NI
Pays-Bas, 1980 10h:14h NI NI NI
BHSC, 1982 au choix NI NI NI
EPA, 1985b 16h:8h NI NI 15-30
Greeneet al., 1988 16h:8h 540-1080 NI NI
C.-B., 1988 14h:10h NI NI NI
Poirier et al., 1988 16h:8h <800 fluorescent NI

blanc froid
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9. Température, aeration, et oxygene dissous pendant |’ essai

Document Température Aération oD
del’eau (°C) minimum
APHA et al., 1985 20 aucune NI
1SO, 1982 20+ 2 NI >2 mg/L
ASTM, 1984 20+ 2 aucune NI
OCDE, 1981 18-22 (£ 5) aucune >70%
EPA, 1982 20+1 aucune >60 %
Plotkin et Ram, 1983 16- 25 légeresi OD <40 % >40 %
Pays-Bas, 1980 19+1 aucune >80 %
BHSC, 1982 18-22 (£ 1,0) aucune >2 mg/L
EPA, 1985b 20 NI >60 %
Greeneet al., 1988 202 aucune NI
C.-B., 1988 20+ 2 aucune NI
Poirier et al., 1988 20+1 NI NI

10. Correction du pH avant |'essai

Document Traitement précisé pour le pH

APHA et al., 1985 NI

1SO, 1982 NI

ASTM, 1984 NI

OCDE, 1981 ne pas corriger

EPA, 1982 NI

Plotkin et Ram, 1983 ramener lepH a7,0 S'il est inférieur 26,0 ou supérieur a 8,0
Pays-Bas, 1980 ramener le pH alavaleur del’ eau de contréle si on le souhaite
BHSC, 1982 ne pas corriger le pH; reprendre I’ au pH del’eau de dilution
EPA, 1985b NI

Greeneet al., 1988 effectuer un paralléle avec correction si le pH est inférieur a
ou supérieur a10
C.-B., 1988 NI

Poirier et al., 1988 s on le souhaite, effectuer un supplémentaire avec correction
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11. Observations biologiques pendant |’ essal

Document Variable Temps (h)

APHA et al., 1985 mobilité 1 2 4 8 16 chaguejour

SO, 1982 mobilité 24

ASTM, 1984 mort ou mobilité 24 48

OCDE, 1981 mobilité 24

EPA, 1982 mobilité 3 6 1224 48

Plotkin et Ram, 1983 mort 1 2 4 8 1224 48

Pays-Bas, 1980 mort 3 6 24 48

BHSC, 1982 mobilité 24

EPA, 1985b mort ou mobilité 48

Greeneet al., 1988 mort, |éthargie, flottaison 24 48

C.-B., 1988 mort 24 48

Poirier et al., 1988 mort, mobilité, rotation, 1 2 4 24 48
flottaison

12. Surveillance de laqualité de |’ eau pendant I’ essai

Document Variable* Fréguence

APHA et al., 1985 NI NI

1SO, 1982 oD 0 24

ASTM, 1984 OD pH T C DT SS AT 0 4 8 24 48

OCDE, 1981 OD pH T 0 24

EPA, 1982 OD pH T 0 24 48

Plotkin et Ram, 1983 oD 1 2 4 8 12 24 48

Pays-Bas, 1980 OD pH 0 438

BHSC, 1982 OD pH 0 24

EPA, 1985b OD pH T 438

Greeneet al., 1988 OD pH T C DT AT O 24 48

C.-B., 1988 OD pH 0 48

Poirier et al., 1988 OD pH C DT 0 438

*  OD = oxygene dissous
T =température
CS = conductivité
DT =duretétotale

SS = solides en suspension

AT =dcdinitétotale



13. Résultat de |’ essai
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Document Résultat Durée d’ exposition (h)
APHA et al., 1985 CES0 NI

SO, 1982 CES0 24
ASTM, 1984 CES0 ou CL50 24 et 48
OCDE, 1981 CES0 24

EPA, 1982 CES0 24 et 48
Plotkin et Ram, 1983 CL50 438
Pays-Bas, 1980 CL50 438
BHSC, 1982 CES0 ou CL50 24

EPA, 1985b CES0 ou CL50 438
Greeneet al., 1988 CL50 438
C.-B., 1988 CL50 ou TL50 <48
Poirier et al., 1988 CES0 et CL50 438




Annexe C

M éthode de préparation del’YCT et dela nourriture a base d’algues

pour les élevages de daphnies*
Préparation de moulée detruite digérée

1. Lapréparation delamoulée detruite
nécessite une semaine. Utiliser des roul ettes
de purée de truite «de premiére» (starter) ou
de catégorie n® 1.

2. Ajouter 5,0 g de boulettes de purée de truite &
1L d eau désionisée (Milli-Q" ou
I’ équivalent). Bien combiner dansun
mélangeur et verser dans un appareil a
décantation de 2L. Faire digérer avant
I utilisation en assurant une aération continue
aparti du fond du contenant pendant une
semaine, alatempérature ambiante du
laboratoire. L’eau perdue par évaporation
devrait étre remplacée pendant la digestion.
En raison de I’ odeur nauséabonde qui se
dégage généralement pendant ladigestion, le
réservoir devrait étre déposé dans une hotte
ou un autre endroit isolé et bien agré.

3. A lafin delapériode de digestion, déposer la
moulée dans un réfrigérateur et lalaisser
décanter pendant au moins
1 h. Filtrer le surnageant gréce aun tamisa
maillesfines (p. ex., NitexV¢, 110 mesh).
Combiner des volumes égaux de surnageant
des préparations de CerophylI¢ et de

* Extrait de EPA, 1989

** Offertes sous I’ appellation «Cereal Leaves» par Sigma
Chemical Company, P.O. Box 14508, St. Louis, Missouri
63178, (800) 325-3010, et sous la marque Cerophyl!"€ par
Ward’s Natural Science Establishment Inc., P.O. Box
92912, Rochester, New Y ork 14692-9012, (716) 359-2502.

levure (voir ci-dessous). On peut utiliser le

surnageant al’ état frais ou le congeler jusgu’ au
moment de son utilisation. Jeter les sédiments.

Préparation delevure

1. Ajouter 5,0 g de levure séche, par exemple de
marque Fleischmann’s"¢, a1 L d’eau
désioniseée.

2. Remuer avec un agitateur magnétique,
secouer vigoureusement alamain ou
combiner dans un mélangeur avitesse faible,
jusgu’a ce que lalevure soit bien dispersée.

3. Combiner immédiatement lalevure en
suspension (ne pas lalaisser décanter) avec
des volumes égauix de surnageant de
préparations de moul ée de truite (voir ci-
dessous) et de Cerophyll (voir ci-dessous).
Jeter les quantités inutilisées.

Préparation de Cerophyll (feuilles de céréales
séchées en poudre)

1. Déposer dans un mélanger 5,0 g de fedilles
de céréales séchées en poudre**. Lesfeuilles
de luzerne séchées en poudre qu’ on peut se
procurer dans les magasins d’ aiments
naturels représentent, d’ aprés |’ expérience,
un substitut satisfai sant.

2. Ajouter 1 L d'eau désionisée.

3. Méanger agrande vitesse pendant 5 minutes
ou agiter pendant la nuit a vitesse moyenne
sur une plague a agitateur magnétique.

4. SiI’on utilise un mélangeur pour suspendre
la substance, déposer e mélange dans un
réfrigérateur pendant la nuit pour le laissez



décanter. Si I’on utilise un agitateur
magnétique, laisser le mélange décanter
pendant 1 h. Décanter le surnageant et le
combiner avec des volumes égaux de
surnageant des préparations de moulée de
truite et de levure. Jeter les quantités
inutilisées.

Préparation del’YCT combinée

1.

Meélanger des volumes égaux (environ
300 mL) des trois aliments décrits ci-dessus.

Placer des aliquotes du mélange dans de
petites bouteilles de plastique a bouchon
vissé (de 50 a 100 mL) et faire congeler
jusgqu’ a utilisation.

On peut utiliser immédiatement les aliments
fraichement préparés; on peut aussi les
congeler jusqu’ace gu’'on en ait besoin. Les
aliments dégel és doivent étre conservés au
réfrigérateur entre les utilisations, pendant
une durée maximal de deux semaines.

Préparation dela nourriture a base d' algues
(Selenastrum)

A. Milieu de culture des algues

1.

2.

Préparer cing solutions nutritives méres a
partir des produits chimiques de qualité
«réactif» énumérés au tableau C1.

Ajouter 1 mL de chaque solution mére, selon
I’ ordre indigué au tableau C1, a environ

900 mL d'eau désionisée. Bien mélanger
apres chaque addition. Compléter al L, bien
mélanger et corriger le pH pour qu'il

S établissea 7,5+ 0,1, au moyen d' une
solution décinormale de NaOH ou de HCI,
selon le cas. Laconcentration définitive de
macronutriments et de micronutriments dans
le milieu de culture est indiquée au tableau
C2.
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Filtrer immédiatement le milieu a pH corrigé
al’ aide d’ une membrane dont le diamétre
des pores est égal a 0,45 um, sous un vide

d’ au plus 380 mm de mercure ou a une
pression d' au plus une demi-atmospheére.
Laver lefiltre avec 500 mL d’ eau désionisée
avant del’ utiliser.

Si lafiltration est effectuée au moyen d'un
appareil stérile, le milieu filtré peut étre
utilisé immédiatement et aucune autre
mesure de stérilisation N’ est nécessaire avant
son inoculation. Le milieu peut également

-----

déposé dans les réservoirs de culture.

Le milieu stérile inutilisé ne doit pas étre
stocké pendant plus d' une semaine avant
d étre utilisé, en raison de la possibilité de
pertes d’' eau considérables par évaporation.

Création et maintien de cultures méres
d’ algues

Sur réception de la culture «de lancement»
(généralement, environ 10 mL), on crée une
culture mére en transférant aseptiquement

1 mL dans chacun de plusieurs flacons de
culture de 250 mL renfermant 100 mL de
milieu de culture d’ algues (préparé selon la
description ci-dessous). Lerestedela
culture de lancement peut étre mis en
réserve pour une durée pouvant atteindre six
mois dans un réfrigérateur (dans |’ obscurité)
ad° C.

Les cultures méres sont utilisées comme
sources d’ algues pour lancer des cultures
«@imentaires» (voir la section suivante). Le
volume des cultures méres maintenues a tout
moment dépend de la quantité d' algues
nécessaire pour |’ élevage des daphnies. |l
peut rapidement étre porté a plusieurs litres,
au besoin, al’aide de bouteilles a sérum de 4
L ou de récipients anal ogues renfermant
chacun 3 L de milieu de croissance.
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Tableau C1 Solutions nutritives méres pour le maintien de cultures meresd’algues
Solution nutritive Composé Quantité dissoute dans
mere 500 mL d’ eau désionisée
1 MgCl, - 6H,0 6,08 g
CaCl, - 2H,0 220 g
H,BO, 92,8 mg
MnCl, - 4H,0 2080 mg
ZnCl, 1,64 mg*
FeCl, - 6H,0 799 mg
CoCl, - 6H,0 0,714 mg**
Na,MoO, - 2H,0 3,63 mgr**
CucCl, - 2H,0 0,006 mg****
Na,EDTA - 2H,0 150,0 mg
2 NaNO, 1275 g
3 MgSO, - 7H,0 735 ¢
4 K,HPO, 0522 g
5 NaHCO, 750 g

* ZnCl, - Peser 164 mg et diluer 2100 mL. Ajouter 1 mL de cette solution ala solution mére n° 1.
**  CoCl,- 6H,0 - Peser 71,4 mg et diluer 2100 mL. Ajouter 1 mL de cette solution a la solution mére n°® 1.
***  Na,M 00, 2H,0 - Peser 36,6 mg et diluer a10 mL. Ajouter 1 mL de cette solution ala solution mére n° 1.

**%% CuCl, - 2H,0 - Peser 60,0 mg et diluer 21000 mL. Prendre 1 mL de cette solution et compléter 4 10 mL.
Prendre 1 mL de la deuxiéme solution et I’ ajouter ala solution mére n° 1.



Tableau C2
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Concentration définitive de macronutriments et de micronutriments dansle

milieu de culture

Macronutriment Concentration Elément Concentration
(mg/L) (mg/L)

NaNO, 25,5 N 4,20
MgCl, - 6H,0 12,2 Mg 2,90
CaCl, - 2H,0 441 Ca 1,20
MgSoO, - 7H,0 14,7 S 191
K,HPO, 1,04 P 0,186
NaHCO, 15,0 Na 11,0

K 0,469

C 2,14
Micronutriment Concentration Elément Concentration

(Mg/L) (/L)

H,BO, 185 B 32,5
MnCl, - 4H,0 416 Mn 115
ZnCl, 3,27 Zn 1,57
CoCl, - 6H,0 1,43 Co 0,354
CuCl, - 2H,0 0,012 Cu 0,004
NaMoO, - 2H,0 7,26 Mo 2,88
FeCl, - 6H,0 160 Fe 33,1
Na,EDTA - 2H,0 300 - -

3.

Latempérature de culture n’ est pas critique.
Les cultures méres peuvent étre maintenues
aune température variant entre 20 et 25° C
dans des ssimulateurs d’ environnement avec
des cultures d’ autres organismes si

I’ éclairement est suffisant (éclairement
continu d’ environ 4 300 lux, ou 400 pieds-
bougies, al’aide d’ un fluorescent «blanc
froid»).

Les cultures sont mélangées deux fois par
jour, alamain.

Les cultures méres peuvent étre conservées
au réfrigérateur jusqu’a ce gqu’ elles soient
utilisées pour lancer des cultures

«alimentaires» ou peuvent étre transférées
dans un nouveau milieu araison d' unefois
par semaine. On transféere la culture mére

d’ algues &gée de sept jours, renfermant
environ 1,5 x 10° cellules par millilitre, a
raison de 1 a3 mL par volume de 100 mL de
milieu de culture frais. L’inoculum doit
assurer une densité cellulaireinitiale de

I’ ordre de 10 000 a 30 000 cellules par
millilitre dans les nouvelles cultures méres,
il faut prendre soin d’ éviter la contamination
par d’ autres microorgani Smes.

On doit examiner les cultures méres chague
Semaine au microscope, au moment du
transfert, afin de repérer les cas de



contamination microbienne. Les quantités
en réserve d’ organismes de culture peuvent
étre conservées pour une durée de 6 a12
mois si elles sont gardées dans |’ obscurité a
4° C. 1l est recommandé de préparer, tous
les quatre a six mois, de nouvelles cultures
meres a partir de cultures «de lancement»
obtenues auprés de sources extérieures
reconnues.

Création et maintien de cultures
«alimentaires» d' algues

Les cultures «aimentaires» sont mises en
route sept jours avant d’ étre utilisées dans
les élevages de daphnies. On gjoute environ
20 mL d’une culture meére d’ algues agée de
sept jours (décrite au paragraphe précédent),
renfermant 1,5 x 10° cellules par millilitre, a
chague litre de milieu de culture d’ algues
frais (soit 3 L de milieu dans une bouteille
de20L). L'inoculum doit assurer une
densité cellulaireinitiae de |’ ordre de 30
000 cellules par millilitre. Des techniques
aseptiques devraient étre utilisées pour la
préparation et le maintien des cultures; il
faut prendre soin d’ éviter la contamination
par d’ autres microorgani Smes.

Les cultures alimentaires peuvent étre
conservées aune températurede 20 a25° C
dans des ssimulateurs d’ environnement avec
les cultures meres d’ algues ou des cultures
d’autres organismes si |’ éclairement est
suffisant (éclairement continu d’ environ 4
300 lux al’aide d'un fluorescent «blanc
froid»).

Les cultures sont mélangées en continu sur
une plaque d’ agitation magnétique (avec une
barre d’ agitation de taille moyenne) ou dans
un appareil a décantation modérément aéré;
on peut également les méanger deux fois
par jour alamain. Il faut prendre soin
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d’ éviter que latempérature des cultures
n'augmente de plusde 2 a 3° C*.

Préparation d’un concentré d’ algues pour
I’alimentation des daphnies

On prépare un concentré d' algues
renferment de 3,0 23,5 x 107 cellules par
millilitre a partir des cultures alimentaires en
centrifugeant les algues avec une
centrifugeuse a plancton ou a godets ou en
laissant les cultures décanter dans un
réfrigérateur pendant deux atrois semaines
environ et en siphonnant le surnageant.

Ladensité cellulaire (cellules par millilitre)
du concentré se mesure al’ aide d’'un
compte-particules électronique, d’'un
microscope et d’un hémacymétre, d’ un
fluorométre ou d’ un spectrophotométre. On
S en sert pour établir ladilution (ou la
concentration supplémentaire) nécessaire
pour atteindre une densité cellulaire
définitive de 3,0 a3,5 x 10’ cellules par
millilitre.

En supposant une densité cellulaire

d environ 1,5 x 10° cellules par millilitre
dans les cultures alimentaires d’' algues de
sept jours et une récupération & 100 % au
cours du processus de concentration, une
culturede 3 L de sept adix jours assurer a
une densité cellulairede 4,5 x 10°. Ce
nombre de cellules fournira environ 150 mL
de concentré cellulaire d’ algues pour

I" alimentation des élevages de daphnies
(section 2.4.10).

Le concentré d’ algues peut étre conservé au
réfrigérateur pendant un mois.

* Si les cultures sont déposées sut une plaque d’ agitation
magnétique, la chaleur dégagée par |’ agitateur pourrait
accroftre leur température de plusieurs degrés.
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Annexe D

Sérielogarithmique de concentrations convenant aux essais de toxicité*

Colonne (nombre de concentrations comprises entre 100 et 10, ou entre 10 et 1)**

1 2 3 4 5 6 7

100 100 100 100 100 100 100
32 46 56 63 68 72 75
10 22 32 40 46 52 56
3,2 10 18 25 32 37 42
1,0 4,2 10 16 22 27 32
2,2 5,6 10 15 19 24
1,0 3,2 6,3 10 14 18
1,8 4,0 6,8 10 13
1,0 2,5 4,6 7,2 10

1,6 3,2 5,2 7,5

1,0 2,2 3,7 5,6

15 2,7 4,2

1,0 1,9 3,2

1,4 24

1,0 1,8

13

1,0

*  Adapté de Rocchini et al., 1982.

** Une série de cing concentrations ou plus peut étre choisie dans une méme colonne. Les points médians entre les
concentrations de la colonne (x) se retrouvent dans la colonne (2x + 1). Lesvaleurs énumérées peuvent représenter des
concentrations exprimées en pourcentage (volume ou poids), en mg/L ou en g/L. Au besoin, elles peuvent étre
multipliées ou divisées par n'importe quelle puissance de 10. On peut se servir de la colonne 1 lorsqu'on est trés incertain
quant au degré de toxicité. On ne devrait pas employer de concentrations plus espacées (c.-a-d. séparées par un facteur
inférieur a0,3). Pour les essais d'effluents, on gagne rarement beaucoup en précision en choisissant des concentrations
dans une colonne a droite de la colonne 3; les écarts moins larges des colonnes 4 a 7 peuvent étre utiles a I'occasion pour
I'essai de produits chimiques ayant un seuil d'effet abrupte.
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