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E-V-5 - Détermination de la toxicité chronique parDaphnia magna
Straus - Méthode 21 jours

1. Objet
Cette procédure décrit une méthode de détermindtola toxicité a long terme d’échantillons

liquides vis-a-vis deDaphnia magnaStraus(Cladocera, Crustacea Les paramétres d’effet
étudiés sont la survie et I'inhibition de la capéceproductrice au cours d’'un essai de 21 jours.

2. Domaine d’'application

La présente procédure s'applique aux substancesiqtiés solubles dans les conditions de
I'essai ou pouvant étre maintenues en suspensi@m aispersion stable dans les conditions de
I'essai, auxeffluents industriels ou urbains, épurés ou noih,ysa lieu aprés décantation,
filtration ou centrifugation, aux eaux de surfaae @aux souterraines ainsi qu'aextraits
aqueux (eau interstitielle, lixiviats,...).

3. Définitions et abréviations

Daphnia magna : microcrustacé d’eau douce de I'ordre des clacdkscer

Parthénogenése acyclique reproduction asexuée (pas d’intervention de gamgle) sans
alternance avec une phase de reproduction sexug®leo Dans ce cas, les femelles donnent
naissance uniguement a des femelles. L'apparit®mrmdles dans I'élevage est le signe de
perturbations dans celui-ci.

ECxx (21)) : concentration ou dilution effective estimée quhibe a XX% la capacité
reproductrice pour une exposition de 21 jours.

NOEC : concentration d’essai la plus haute qui ne proeogas d'effet observé au cours de
I'essai réalisé (plus forte concentration d’essaifqurnit une réponse statistiguement similaire
a celle du témoin).

LOEC : concentration d’essai la plus faible pour laquaheeffet peut étre observé au cours de
'essai réalisé (plus faible concentration d’'essai fournit une réponse statistiquement
différente de la réponse des témoins).

4. Principe

La survie et l'inhibition de la capacité reprodim#rdeDaphnia magnasont utilisées comme
mesure de la toxicité chronique des substancesseéchantillons agqueux soumis a I'essai.

Pendant I'essai, des daphnies femelles &gées desrdei24 heures sont exposées pendant 21
jours, dans les conditions définies par la norm@® [B)706 et détaillées dans le protocole
expérimental ci-dessoupdragraphe 10, & une gamme de concentrations ou de dilutioria de
substance ou de I'échantillon dont la toxicité ddie déterminée dans un systeme semi-statique
ou a renouvellement continu. Le nombre de pareantsivants ainsi que le nombre de
descendants vivants issus de parents vivants ia ldef I'essai sont consignés. La survie est
notée et la capacité reproductrice des parentsemiexpérimentation, vivants en fin d'essai
(exprimée en nombre d’individus) est comparée & ceés parents témoinda relation
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concentration-effet est déterminée par analysesstpte. L'eau de dilution sert de milieu
témoin.

5. Conditionnement et conservation de I'’échantillon

Les échantillons d’eaux ou d'effluents doivent émetlevés conformément a la procédure
générale définie dans I'ISO 5667-2. Les flaconsyeme ou en matériau chimiquement inerte
doivent étre complétement remplis pour ne plus erintd’air. L'essai de toxicité doit étre
effectué dés que possible et dans les 12 heuresuiy@nt le préléevement. Si ce délai ne peut
étre respecté, I'échantillon doit étre refroidi & 2 °C sur le lieu du prélevement et conservé a
cette température afin d’étre analysé dans lesed8el qui suivent le prélevement. Remarquons
gue I'échantillon peut éventuellement étre congdié d'étre analysé dans les 2 mois qui
suivent le prélevement.

Lorsque I'échantillon est un prélevement d'eau deffldient, toutes les portions (sous-
échantillons) doivent étre prétraitées de la mémaniéne (c'est-a-dire que lorsqu’il est
nécessaire de congeler de I'eau instable, tousgsdeions, y compris celles utilisées le premier
jour, doivent étre congelées avant les essais).

En raison de la durée de cet essai (21 jours) & décessité de renouveler périodiquement les
solutions, un nombre suffisant de portions d’écilantdoit étre congelé afin de renouveler les
solutions d’essai et de répéter I'essai si nécesgachantillons de réserve). Le volume minimal
de portions congelées dépend de la toxicité dadiétllon a analyser. Le volume d’échantillon
nécessaire pour un essai semi-statique avec misexpérimentation individuelle de dix
daphnies dans 100 ml d’échantillon non dilué es® ties ; des prélévements supplémentaires
seront nécessaires pour des échantillons dilués.

Lorsque l'essai est réalisé sur le site ou a priagirdu lieu de préléevement, il est admis

d’utiliser des échantillons frais pour remplaces $olutions d’essai. Dans ce cas, les variations
existantes sur le lieu de prélevement sont intégié@es la méthode d’essai.

6. Appareillages et matériels utilisés

6.1 Appareillage

« Piéce ou enceinte climatisée a 20 + 2 °C permeamgispect de I'environnement de
I'essai préconisé aparagraphe 10.3ainsi que le contrble du cycle jour/nuit et de
I'intensité lumineuse

* Incubateur réfrigéré (4 °C)

» Congélateur (< -18 °C)

» Balance analytique de sensibilité 0,1 mg

*  pH-metre

* Oxymeétre

* Luxmetre

» Conductivimétre

* Thermométre ou sonde de température

o Kits de dureté, Nif et NQ

» Spectrophotomeétre
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6.2. Petit matériel

Récipients d'essai, en matériau chimiquement inertde capacité suffisante pour les essais
(par exemple tubes a essais ou béchers en ves@ méou 100 ml), propres et non contaminés.
Les récipients d’essai doivent étre préalablemeanés a I'eau déionisée et ensuite séchés. Dans
tous les cas, l'utilisation d’'un matériel autre geeverre sera mentionnée dans le rapport
d’essai.

7. Matériel biologigue

Cet essai est basé sur I'utilisation Daphnia magnaStraus Cladocera, Crustacganotée
D. magnadans la suite du texte, de troisiéme génératiom@ins, obtenue par parthénogenése
acycligue dans des conditions d’élevage définies paragraphe 10.5).

Les animaux utilisés pour I'essai doivent étre adgsnoins de 24h (=néonates) et provenir de
la seconde a la cinquieme portée. Les daphmddgent provenir d’'un lot sain ne présentant

aucun signe de stress tel que, par exemple, urdamortalité supérieur a 20 %, la présence de
males, d’éphippies ou d’animaux décolorés, et daipeoduire sans retard (a I'age de 11 jours
maximum) la premiere génération.

Le lot d’'animaux doit étre maintenu dans des caowlt d’élevage (lumiére, température,
milieu, alimentation et nombre par unité de voluns@jilaires a celles de l'essai. Si les
conditions d’élevage difféerent de celles de I'esshiest recommandé d'acclimater une
génération aux conditions d’essai pendant envirois semaines afin d'éviter toute source de
stress aux animaux parents.

8. Eau de dilution

Le milieu M4 préconisé par 'OCDE et détaillé ddashorme 1ISO 10706, Annexe A (voir ci-
dessous) est utilisé pour la réalisation de cetieBour ce milieu, la teneur en COT (Carbone
organique total) n’est pas mesurée. RemarquonsigLautre eau de dilution peut étre utilisée.
Sa composition ainsi que ses principales caratitgres (par exemple, pH, dureté, COT, DCO)
seront systématiquement mentionnées sur la fedlessai. I n'est par exemple pas
recommandé d'utiliser de I'eau de dilution conteénde 'EDTA (comme dans le M4) pour
analyser la toxicité de composés contenant desuméthélation et donc diminution de la
toxicité).

Le milieu doit étre aéré jusqu’'a 95 % de saturaéinroxygene et le pH stabilisé & 7,8 + 0,2. Si
nécessaire, ce dernier peut étre ajusté par djome dolution de NaOH ou de HCI.

Préparation du milieu M4 :

Des solutions meres (solutions méres 1) séparégeramt chacune un des éléments traces
nécessaires sont d’'abord préparées dans de I'éanigiie pour étre ensuite combinées en une
solution mere 2. Cette solution 2 contient touséligsnents traces nécessaires a la préparation
du milieu (voirtableau 1).

Le milieu M4 est ensuite préparé en utilisant latson mére 2 ainsi que les macro-nutriments
et les vitamines dans les quantités présentéedeltaideau 2
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La préparation de la solution mére de vitaminegageselon letableau 3 en ajoutant les 3
vitamines a 1 | d’eau déionisée. La solution damaihes doit étre ajoutée au milieu juste avant
I'emploi. Elle peut étre conservée congelée ertgmeportions aliquotes.

Pour éviter toute précipitation des sels lors derkgparation compléete du milieu, ajouter les
aliguotes des solutions meres a environ 800 miudiggonisée et complétera 1 1.

Tableau 1 : préparation des solutions méres des éléments tratiggluels.

_ Concentration _ Pou\r prépa_rer la golution
Solution(s) d leau Concentration mére 2, ajouter a l'eau
mere(s) 1 da}r_ls P (en fonction du déionisée le volume
(substance unique) elonisee milieu M4) suivant de solution
(mg/l) N
mere 1 (ml/l)
H3BO3 57 190 20 000 fois 1
MnCl».4H,0 7210 20 000 fois 1
LiCl 6120 20 000 fois 1
RbCl 1420 20 000 fois 1
SrCl,.6H.0 3040 20 000 fois 1
NaBr 320 20 000 fois 1
Na;Mo0..2H,0 1260 20 000 fois 1
CuCly.2H,0 335 20 000 fois 1
ZnCl 260 20 000 fois 1
CoCl2.6H20 200 20 000 fois 1
Kl 65 20 000 fois 1
Na,SeO3 43,8 20 000 fois 1
NH4VO3 11,5 20 000 fois 1
Na,EDTA.2H,0 (a) 5000 2 000 fais
FeS04.7H,0 (a) 1991 2 000 fois
(a) Les solutions Na2EDTA et FeSO4 sont préparées séparément, puis rassemblées et
immédiatement mises en autoclave. Ce qui donne :

Solution Fe-EDTA | |  1000fois | 20

Tableau 2 : préparation du milieu M4,

. Volume de
Concentration . : \
. Concentration solution mere
. N dans l'eau . S
Solutions meéres déionisé (en fonction du ajouté pour
éionisée o .
(mg/) milieu M4) préparer le
milieu (ml/l)
Solution mére 2 (éléments trace combinés) 20 fois 50
Solutions méres de macronutriment (une
seule substance) :
CaCl,.2H,0 293 800 1 000 fois 1
MgS04.7H,0 246 600 2 000 fois 0,5
KCI 58 000 10 000 fois 0,1
NaHCO3; 64 800 1 000 fois 1
Na,SiO3.9H,0 50 000 5 000 fois 0,2
NaNO3 2740 10 000 fois 0,1
KH2PO4 1430 10 000 fois 0,1
K2HPO4 1840 10 000 fois 0,1
Solution mére de vitamines combinée / 10 000 fois 0,1
E-V-5v1
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Tableau 3 : préparation de la solution mere de vitamines.

Vitamine Concentration (mg/l) ConcenéLaﬁlno”ri]e(uerlef‘lo)nctlon
Chlorhydrate de thiamine 750 10 000 fois
Cyanocobalamine (B12) 10 10 000 fois

Biotine 7,5 10 000 fois

9. Préparation des solutions des substances a expérimer

9.1. Préparation des solutions méres

Si les composés a analyser se présentent sous fiensubstances chimiques solubles, la
solution mere de la ou des substances a expérimgoiteétre préparée par dissolution d'une
guantité connue de la ou des substances considdséssun volume défini d’eau de dilution,
d’eau déionisée ou d’'eau distillée dans un réciparverre. La solution mere doit étre préparée
juste avant la préparation des solutions d’essab#ns que la (les) substance(s) soit (soient)
réputée(s) stable(s) dans des conditions de catsmrvdéfinies, auquel cas la solution mére
peut étre préparée avant I'essai et conservéeoganonditions.

Les solutions meres ou les suspensions de sub@&adeefaible solubilité agueuse peuvent étre
solubilisées ou dispersées directement dans leundar des dispositifs a ultrasons, et/ou des
agitateurs ou des solvants ou des dispersantsile faxicité vis-a-vis deD. magna.Si un
solvant est utilisé, la concentration du solvanhsdéa solution mére doit étre telle que la
concentration dans la plus forte solution d’essail@passe pas 0,1 ml/l.

Il convient d’éviter I'utilisation de solvants ongigues. Si ceux-ci sont nécessaires, des solvants
organiques tels que acétone, éthanol, méthanoktdidiormamide, triethyleneglycol ou des
dispersants tels que Cremophor RH40, méthylceBuihd % et HCO-40 peuvent étre utilisés
pour obtenir une solution mere convenablement adnge. lls ne sont pas toxiques vis-a-vis de
D. magnaa des concentrations de 0,1 ml/l. En raison diééreinces de nature des substances
chimiques, aucune procédure unique ne peut étreedlgre pour la préparation des solutions
méres de substances de faible solubilité aqueuse.

9.2. Préparation des solutions d’essai

Les solutions d’essai doivent étre préparées maut @es solutions meres ou des échantillons
d’'effluents a I'eau de dilution en quantités dédmi

Lorsque les solutions meéres sont préparées datisadedéionisée ou distillée, il ne faut pas
ajouter plus de 100 ml de solution mére par litead de dilution.

Les concentrations choisies peuvent égalemenipéémarées séparément par ajout direct de la
substance d’'essai a I'eau de dilution lorsque lesntités a ajouter peuvent étre pesées, ou
introduites a I'aide d’'une pipette dans le caslidgsdes, de maniéere précise.

Si le pH de I'échantillon n’est pas compris entreet69, I'essai doit étre effectué apres

ajustement du pH a la valeur la plus proche (6 dua9’'aide d'une solution d’acide
chlorhydrique ou d’hydroxyde de sodium.

"
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N.B. : I'analyse d’échantillons d’eau a des concentratismpérieures a 100 ml/l peut réduire la
reproduction et la survie des daphraéesraison d'insuffisances dans le milieu (par exefnlp
dureté). Il peut s’avérer nécessaire, pour déteamias effets de ces insuffisances, d'ajouter a
I’échantillon les mémes sels que ceux de I'eauildéi@h.

10. Mode opératoire

10.1. Témoins

Chaque essai doit comporter un témoin ne contenantne substance d’'essai.

Lorsqu’un solvant ou un dispersant est utilisé,xd&moins sont nécessaires : I'un ne doit
contenir aucun solvant ou dispersant, I'autre doittenir le solvant ou le dispersant utilisé a
une concentration égale a celle de la plus foneeatration d'essai.

10.2. Sélection des concentrations d’essai

Pour les eaux de surface et les eaux souterrainpsod peu toxiques, un test limite
(10 répligues avec une concentration de 100 %édhdintillon) peut étre réalisé.

Pour les substances d’essai, les effluents in@lstdu urbains et les extraits agueux (eaux
interstitielles, lixiviats, ....), au moins cing camrations d'essai disposées en une série
géométrique avec un facteur de séparation ne dipgsas 3,2 doivent étre utilisées.

Lors de I'établissement de la gamme des concemtigties points suivants doivent étre pris en
compte :

a) Si l'objectif est d’obtenir la NOEC (concentmtid’essai la plus haute sans effet
observé), la gamme de concentration doit incluran@ins une concentration produisant un
effet significatif par rapport au témoin (LOEC :noentration d’essai la plus faible avec effet
observeé), précédée d'une NOEC. Si ce n'est pasa$e lessai doit étre répété avec une
concentration plus faible.

b) Si l'objectif est d'obtenir la ECp (concentratioproduisant une réponse en
pourcentage, généralement 20 % et/ou 50 %, p lét@ourcentage de réponse choisi) relative a
I'effet sur la reproduction et la survie, il esubaitable que deux concentrations d’essai soient
supérieures a cette concentration ECp. Dans leardsaire, bien qu'il soit possible d’estimer la
ECp, l'intervalle de confiance obtenu sera tregdaet il peut s’avérer impossible d’évaluer de
maniere satisfaisante I'adéquation du modéle établi

10.3. Environnement de I'essai

L’environnement de l'essai doit étre exempt de p@uss ou de vapeurs toxiques p@ur
magna.les solutions d’essai ne doivent pas étre aérées.

La concentration en oxygéne dissous dans les spotutl’essai doit étre supérieure a 3 mg/l et le
pH doit se situer dans la gamme comprise entred6e¢ine doit pas varier de plus de 1.5 unités
au cours de I'essai. La dureté doit avoir une vadepérieure a 140 mg/l (exprimée en CgCO

La température des solutions d’essai doit étre t@maire dans une gamme comprise entre 18 et
22 °C et ne pas varier de plus de 2 °C pendare tawdurée de I'essai.

E-V-5vl
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Le cycle d’essai doit étre de 16 h de lumiére &8 tied’obscurité. L'intensité lumineuse doit de
préférence étre comprise entre 600 lux et 800 Ilaxsurface du récipient d’essai, mais ne pas
excéder 1200 lux.

10.4. Fréquence de renouvellement des solutions s&ai

Le renouvellement des solutions se fait au moinx deis par semaine (par exemple : mardi et
vendredi ou lundi et jeudi).

10.5. Introduction des animaux dans le systeme d'es

Pour l'essai, seules les daphnies agées de moir3 deeures peuvent étre utilisées. Afin
d’obtenir les jeunes d’age désiré, il est nécesgigr sélectionner les daphnies productrices au
plus tét 24 heures avant le début de I'essai.

Les daphnies utilisées lors des essais proviersmemiinimum de la troisieme génération par
parthénogenése acycliqgue des daphnies. Afin d'assamproduction de jeunes de deuxieme a
cinquiéme portée, le systeme d’élevage suit I'aggedhphnies meres. Par exemple, les daphnies
passent par 3 « niveaux » : le niveau des « jedi@aphnies dgéesde 1 a2 j. jusque 7a8j.), le
niveau des « productrices premiére semaine » (deplgées de 8 a 9 j. jusque 14 a 15).) et le
niveau des « productrices deuxiéme et/ou troisisemaine » (daphnies agées de 15 a 16 |.
jusque 28 a 29 j.). Seuls les niveaux des prodesiripremiére, deuxieme et/ou troisiéme
semaine) sont utilisés pour produire les jeunamaoias de 24 h. servant aux essais.

Dix répliques par concentration et dix répliquesdéns, contenant environ 50ml de solution
d’essai et une daphnie de moins de 24 heures|swd#s.
La durée d'exposition des organismes doit étrelde@s.

10.6. Alimentation des organismes

Les animaux parents sont nourris avec des celiNesites de deux espéces différentes parmi
les espéces suivantes Chlorella spp, Pseudokirchneriella subcapitateu Scenedesmus
subspicatus

La ration de nourriture donnée est de 0,1 mgdaphnie/jour du jour O au jour 5 de I'essai puis
de 0,15 mg G4daphnie/jour a partir du jour 6 jusqu’a la finltessai.

Les algues sont données sous forme de suspengiaiissaCelles-ci sont obtenues a partir de
cultures d’algues centrifugées deux fois a 4008itr/ durant 20 minutes. Elles sont remises en
suspension dans du milieu M4 frais apres chaqutifteyation.

10.7. Observations et mesures

Chaque jour ouvrable pour lequel une productionobservée, les descendants vivants sont
dénombrés et retirés du récipient contenant la.mére

Le nombre de parents, de descendants, de malésphippia sont consignés.
Les facteurs confondants tels que mesures de pHN@', NH," sont mesurés en début et en

fin de test dans le contrble et la plus forte cotredion et au jour 7 et au jour 14 dans I'ancien
et le nouveau milieu de ces solutions.

E-V-5vl
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Si les valeurs de la plus forte concentration sighificativement différentes de celles du
contrble, les mesures doivent étre effectuées léardilutions.

La conductivité est mesurée sur I'échantillon autegoortion d’échantillon.

La mesure de salinité est applicable & des casfigpés (par exemple, eau interstitielle de
sédiments salins).

11. Analyse des données et expression des résultats

Dans le cas d’'essais sur produits chimiques, lerdgiconcentration effective de la substance
d’essai se situe a moins de 20 % de la concentrationinale ou initiale, les résultats doivent
étre exprimés en termes de concentration nominaieitiale.

Lorsque I'écart de la concentration effective dellastance d’essai est supérieur a + 20 % de la
concentration nominale ou initiale, il est recoma@rd’exprimer les résultats en termes de
concentration moyenne pondérée dans le temps.

Lorsque l'un des parents s'avere étre un malerdpques considérées ne doivent pas étre
considérées pour I'analyse des données de reproduct

Compter le nombre total de descendants issus dpielEarent et calculer le nombre moyen (a
la décimale la plus proche) de descendants vivisggs de chaque parent vivant par
concentration d’essai.

La capacité reproductrice doit étre exprimée corfem@mbre total de descendants vivants par
parent vivant (pour chaque répétition) a la fin'dssai. Si les animaux parents sont exposes
individuellement, la capacité reproductrice peutlesment étre exprimée comme le nombre
moyen de descendants vivants par parent vivanfid ¢ I'essai. Lorsque plusieurs organismes
ont été exposés dans un récipient donné, la cépaejiroductrice doit étre exprimée en
« nombre total de descendants vivants par pareantvi.

Comparer le nombre moyen de descendants vivantparant dans chaque concentration
d’essai a celui des témoins par des tests de Duonétilliams a condition que I’homogénéité
de la variance entre les concentrations d’essainsmitrée par 'analyse ANOVA (analyse de la
variance). Si les variances ne sont pas homogésesansformer et procéder a une nouvelle
évaluation des données.

La plus faible concentration d’essai qui fourniteuréponse statistiquement différente de la
réponse des témoins est la LOEC (concentratiorsaieminimale pour laquelle un effet est
observé).

La plus forte concentration d’essai inférieure &QEC qui fournit une réponse statistiquement
similaire a celle des témoins est la NOEC (conetiotn d'essai la plus haute sans effet
observé).

La concentration d’essai produisant différents aiwe d’inhibition de production de
descendants plus des limites de confiance a 95 9b §iee estimée en réalisant différentes
analyses de régression comme par exemple les neSthdels probits, logit, weibul, des
moyennes mobiles, Spearman-Karber. Les concentsatdtnhibition de 10 %, 20 % et 50 %
(par exemple EC10, EC20, EC50), ou les concentraigtales (LCx), peuvent étre calculées au
moyen de ces méthodes qui sont également dispenibteis forme de programmes
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informatiques. Les données obtenues doivent égaleéiee reportées et tracées sur des axes
log-probit afin de représenter les résultats infatiques.

12. Validité des résultats

Pour considérer les résultats comme valides, leslitons suivantes doivent étre
réalisées :

Le nombre total d’adultes morts et de méles damslimoins doit étre inférieur ou égal a 20 %
en fin d’essai. Le nombre moyen de descendantqitdvgar parent vivant dans les récipients
témoins doit étre de minimum 60 individus a ladiml'essai. Pour que ce critere soit atteint, il
convient que les individus témoins aient atteintr lenaturité sexuelle et aient produit leur
premiére couvée dans les 11 jours a partir du dbliessai.

Le coefficient de variation (CV) de la reproductidens les témoins doit étre inférieur ou égal a
20 %.

Le critére de validité « nombre moyen de descesdanants par parent vivant » est vérifié par
une carte de contrdle basée sur la moyenne etadfielcage des limites d’acceptation. En cas
de non atteinte de la limite d’acceptation (nomim@yen de descendants vivants par parent
vivant dans les récipients témoins inférieur a BOiviidus en fin d'essai), les résultats des
échantillons ne pourront étre validés et I'essair@eétre recommencé dans la mesure du
possible (disponibilité de I'’échantillon).

13. Rapport d’'essai

Le rapport doit contenir au minimum :

« une référence a la présente méthode de la Régitlonwa et éventuellement a la
méthode normalisée ;

- l'identification compléte de I'échantillon ;

- la date de prélevement ; ceci qu'il ait été réghiagle laboratoire ou par le client ;

« la date d’analyse ;

« les résultats du dénombrement conformémeptaaagraphe 10;

- les détails opératoires non prévus dans la préseéthode, ainsi que tout facteur ayant
pu affecter les résultats.

14. Références

Basé sur la&Norme internationale 1ISO 10706:2000(F) Qualité de I'eau — Détermination de la
toxicité a long terme de substances vis-a-viBdphnia magnatraus Cladocera, Crustacea
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