




































































C.13 BIOCONCENTRATION :

ESSAI AVEC RENOUVELLEMENT CONTINU SUR LES POISSONS

1. METHODE

La présente méthode de bioconcentration reproduit les directives OECD TG 305 (1996).

1.1 INTRODUCTION

La présente méthode décrit une procédure de caractérisation du potentiel de bioconcentration dans le cas de
poissons soumis à un renouvellement continu de certaines substances. Les régimes d’essais avec renouvellement
continu seront très largement préférés, mais des régimes semi-statiques sont également acceptables dans la
mesure où les critères de validité sont satisfaits.

La méthode donne toutes informations nécessaires à l’exécution de l’essai mais laisse les libertés indispensables
à l’adaptation du concept expérimental aux conditions spécifiques de chaque laboratoire et n’impose pas
strictement les caractéristiques des substances à tester. Elle convient particulièrement bien aux produits
organiques stables dont les valeurs log Pow sont comprises entre 1,5 and 6,0 (1) mais reste applicable aux
substances superlipophiles (log Pow>6.0). Pour ces dernières, l’estimation préalable du facteur de
bioconcentration (BCF), parfois dénommé KB, sera vraisemblablement supérieure à la valeur du facteur de
bioconcentration à l’état stable (BCFSS) auquel on peut s’attendre dans une expérience de laboratoire. Les
évaluations préliminaires du facteur de bioconcentration des produits organiques dont les valeurs log Pow vont
jusqu’à 9,0 environ sont calculables à l’aide de l’équation de Bintein et al (2). Le potentiel de bioconcentration
se caractérise par certains paramètres, dont la constante de vitesse d’absorption (k1), la constante de vitesse
d’élimination (k2) et le BCFss.

Les substances d’essai radiomarquées peuvent faciliter l’analyse des échantillons d’eau et de poissons et
peuvent aussi servir à définir s’il est souhaitable d’identifier et quantifier la dégradation. Si les résidus
radioactifs totaux sont mesurés (par exemple par combustion ou solubilisation des tissus), le BCF est basé sur le
composé d’origine, tous les métabolites retenus ainsi que le carbone assimilé. Les BCF basés sur les résidus
radioactifs totaux ne peuvent donc pas être directement comparables à un BCF dérivé d’une analyse chimique
particulière du composé d’origine seul.

On pourra mettre en oeuvre des procédures d’assainissement dans les études radiomarquées pour déterminer le
BCF sur la base du composé d’origine et les principaux métabolites seront déterminés si on le juge nécessaire.
Il est possible aussi de combiner une étude du métabolisme du poisson avec une étude de bioconcentration par
analyse et identification des résidus tissulaires.

1.2 DEFINITIONS ET UNITES

Bioconcentration/Bioaccumulation: augmentation de la concentration de la substance à tester dans ou sur un
organisme (des tissus spécifiques de celui-ci) par rapport à la concentration de cette substance dans le milieu
ambiant.

Facteur de bioconcentration (BCF ou KB) : à tout moment pendant la phase d’absorption de l’essai
d’accumulation, concentration de la substance à tester dans/sur le poisson, ou des tissus déterminés de celui-ci,
(Cf en µg/g (ppm)) divisée par la concentration de la substance chimique dans le milieu ambiant (Cw en µg/ml
(ppm)).

Facteur de bioconcentration à l’état stable(BCFss ou KB) : il ne change pas notablement pendant un laps de
temps prolongé, la concentration de la substance d’essai dans le milieu ambiant étant constante pendant cette
même période.

Plateau ou état stable: sur la représentation graphique de la substance d’essai dans le poisson (Cf) en fonction
du temps, il est atteint lorsque la courbe devient parallèle à l’axe du temps et que trois analyses successives du
Cf réalisées sur des échantillons prélevés à des intervalles de deux jours au moins restent dans une plage de±
20% les unes des autres, et qu’il n’y a pas de différences significatives entre les trois périodes
d’échantillonnage. Lorsqu’on analyse des échantillons mis en commun, il faut procéder à quatre analyses
successives au moins. Si les substances d’essais ont des caractéristiques d’absorption lentes, on optera de
préférence pour des intervalles hebdomadaires.



Facteurs de bioconcentration: calculés directement à partir des constantes cinétiques (k1/k2) on les appelle
facteurs de concentration cinétique, BCFK.

Coefficient de partage octanol-eau(Pow) : rapport de la solubilité d’un produit chimique dans le n-octanol et
dans l’eau, à l’équilibre (Méthode A.8), également désigné par Kow. Le logarithme de Pow indique le potentiel de
bioconcentration d’un produit chimique par les organismes aquatiques.

Phase d’exposition ou d’absorption: temps pendant lequel les poissons sont exposés au produit chimique
testé.

Constante de vitesse d’absorption(k1) : valeur numérique définissant la vitesse d’accroissement de la
concentration dans la substance à tester dans/sur le poisson (ou des tissus spécifiques de celui-ci) lorsqu’il est
exposé à ce produit chimique (k1 est exprimé en jours-1).

Phase de post-exposition ou d’élimination (perte) :à la suite du transfert des poissons d’un milieu contenant
la substance à tester à un milieu exempt de celle-ci, temps pendant lequel l’élimination (ou perte nette) de la
substance par les poissons de l’essai (ou les tissus spécifiques) est étudié.

Constante de vitesse d’élimination (perte)(k2) : valeur numérique définissant la vitesse de diminution de la
concentration de la substance à tester dans les poissons de l’essai (ou les tissus spécifiques) à la suite de leur
transfert d’un milieu contenant la substance à tester à un milieu qui en est exempt (k2 exprimé en jours-1).

1.3 PRINCIPE DE LA METHODE D’ESSAI

L’essai se décompose en deux phases : la phase d’exposition (absorption) et de post-exposition (élimination).
Pendant la phase d’absorption, des groupes distincts de poissons d’une espèce sont exposés à au moins deux
concentrations de la substances d’essai. Puis ils sont transférés dans un milieu exempt de cette substance, pour
la phase d’ élimination. Cette dernière est toujours nécessaire sauf lorsque l’absorption de la substance pendant
la phase d’absorption a été insignifiante (par exemple si le BCF est inférieur à 10). La concentration de la
substance à tester dans/sur le poisson (ou des tissus spécifiques) est suivie pendant les deux phases de l’essai.
Outre les deux concentrations de l’essai, un groupe témoin de poissons est maintenu dans des conditions
identiques hormis la substance à tester, qui est absente. Ceci pour établir les éventuelles relations entre les effets
néfastes observés dans le test de bioconcentration et ce groupe témoin assorti, et déduire les concentrations de
fond de la substance à tester.

La phase d’absorption dure 28 jours sauf s’il est démontré que l’équilibre a été atteint plus tôt. On peut prévoir
la durée de la phase d’absorption et le temps nécessaire à l’obtention de l’état stable grâce à l’équation donnée
en Annexe 3. La période de dépuration commence alors par le transfert des poissons dans un autre récipient
propre contenant le même milieu, exempt cette fois de la substance à tester. Lorsque cela est possible, on
calcule le facteur de bioconcentration de préférence à la fois en tant que rapport (BCFss) de concentration des
poissons(Cf) et dans l’eau (Cw) à l’état d’équilibre apparent et en tant que facteur de bioconcentration cinétique
; et BCFK en tant que rapport des constantes de vitesse d’absorption (k1) et de dépuration (k2), en supposant une
cinétique de premier ordre. Si, à l’évidence, on n’entre pas dans une cinétique de premier ordre, des modèles
plus complexes devront être mis en oeuvre (Annex 5).

Si l’on ne parvient pas à un état stable dans les 28 jours, la phase d’absorption sera prolongée jusqu’à cet état
stable, ou bien pendant 60 jours, l’alternative la plus courte prévalant ; puis commence la phase d’élimination.

La constante de vitesse d’absorption, la constante de vitesse de dépuration (perte) (ou les constantes, lorsque
des modèles plus complexes entrent en jeu), le facteur de bioconcentration et, si possible, les limites de
confiance de chacun de ces paramètres, sont calculés à partir du modèle décrivant le plus fidèlement les
mesures de concentrations de la substance à tester dans les poissons et l’eau.

Le BCF est exprimé en fonction du poids frais total du poisson. Cependant, pour certaines études, des tissus ou
organes spécifiques (par ex. muscles, foie) peuvent être utilisés si les poissons sont suffisamment gros ou s’il
est possible d’en séparer les parties comestibles (filets) et non comestibles (viscères). La relation claire liant le
potentiel de bioconcentration et la lipophilie pour de nombreuses substances organiques, entraîne une relation
correspondante entre la teneur en lipides des poissons de l’essai et les bioconcentrations observées de ces
substances. Donc, pour réduire cette source de variabilité dans les résultats des essais concernant les substances
à forte lipophilie (c.a.d. ayant un log Pow>3), la bioconcentration devrait être exprimée en fonction de la masse
corporelle totale, mais aussi de la teneur lipidique.



La teneur lipidique sera établie si possible sur les mêmes matériels biologiques qui auront servi à déterminer la
concentration de la substance à tester.

1.4 INFORMATIONS SUR LA SUBSTANCE D’ESSAI

Avant d’entreprendre l’essai de bioconcentration, les informations suivantes devront être réunies au sujet de la
substance à tester :

a) solubilité dans l’eau

b) coefficient de partage octanol-eau Pow (noté également Kow, déterminé par une méthode HPLC en A.8)

c) hydrolyse

d) caractéristiques de la phototransformation dans l’eau sous rayonnement solaire ou solaire artificiel et dans
les conditions de rayonnement de l’essai de bioconcentration (3)

e) tension superficielle (c.a.d. pour les substances dont le log Pow ne peut être établi)

f) pression de vapeur

g) biodégradabilité dite « facile » (le cas échéant)

Il faudra aussi connaître la toxicité relative à l’espèce de poissons utilisée dans l’essai, de préférence la LC50 à
l’asymptote (c.a.d. indépendante du temps). Il est indispensable de disposer d’une méthode analytique correcte,
d’une exactitude, d’une précision et d’une sensibilité connues pour la quantification de la substance à tester
dans les solutions d’essai et dans le matériel biologique, ainsi que d’informations précises sur la préparation et
le stockage des échantillons. Il faut aussi connaître la limite de détection analytique de la substance à tester tant
dans l’eau que dans les tissus des poissons. Si une substance à tester marquée au14C est utilisée, le pourcentage
de radioactivité associée aux impuretés devra être connu.

1.5 CONDITIONS VALIDITE DE L’ESSAI

Pour qu’un essai soit valide, les conditions suivantes devront être vérifiées:

- la variation de température est inférieure à± 2oC ;

- la concentration d’oxygène dissous ne tombe pas au-dessous de 60% du niveau de saturation ;

- la concentration de la substance à tester dans les enceintes est maintenue à± 20% de la moyenne des
valeurs mesurées pendant la phase d’absorption ;

- la mortalité et autres effets/maladies indésirables tant parmi les poissons témoins que chez ceux traités
sont inférieures à 10% à la fin de l’essai ; lorsque l’essai est prolongé sur plusieurs semaines ou mois,
la mortalité ou les autres effets indésirables dans les deux ensembles de poissons devront être inférieure
à 5% par mois et ne pas excéder 30% au total.

1.6 COMPOSES DE REFERENCE

L’utilisation de composés de référence ayant un potentiel de bioconcentration connu pourra aider au contrôle de
la procédure expérimentale, si nécessaire. On ne peut cependant encore recommander de substances
spécifiques.

1.7 DESCRIPTION DE LA METHODE D’ESSAI

1.7.1 Appareillage

On prendra soin d’éviter les matériaux susceptibles de présenter un effet indésirable d’adsorption, dissolution
ou lessivage sur les poissons, et ce pour toutes les pièces de l’équipement. Des réservoirs standards
rectangulaires ou cylindriques, en matériaux chimiquement inertes et d’une capacité adaptée au régime de
remplissage seront utilisés. On réduira au minimum l’usage de tuyaux en plastique souple. Les tubages en
Téflon (R), acier inoxydable et/ou verre auront la préférence. L’expérience a montré que pour les substances
présentant de forts coefficients d’adsorption, tel que les pyréthrines de synthèse, le verre silanisé peut être
nécessaire. Il faudra, dans ces cas-là, se débarrasser des équipements après usage.



1.7.2 Eau

On utilise généralement pour les essais une eau naturelle provenant d’une source non polluée et de qualité
uniforme. L’eau de dilution doit être d’une qualité permettant la survie de l’espèce de poissons choisie, pour la
durée des périodes d’acclimatation et d’essai, sans qu’apparaissent aucun comportement ni aspect anormaux.
Dans l’idéal, il faudrait démontrer que les espèces soumises à l’essai peuvent survivre, grandir et se reproduire
dans l’eau de dilution (par ex. en élevage de laboratoire ou par une étude de toxicité sur un cycle biologique).
L’eau sera caractérisée au minimum selon son pH, sa dureté, ses matières solides totales, son carbone organique
total et, de préférence aussi, ses teneurs ammoniacales, en nitrates et son alcalinité et, pour les espèces marines,
sa salinité. On connaît parfaitement les paramètres importants du bien-être optimal chez les poissons, mais
l’Annexe I indique les concentrations maximales recommandées d’un certain nombre de paramètres concernant
les eaux d’essais, douces et marines.

Pendant toutes la durée d’un essai, l’eau sera d’une qualité constante. Le pH se tiendra entre 6,0 et 8,5, mais
pour un essai donné il restera à l’intérieur d’une plage de± 0,5 unités de pH. Pour s’assurer que l’eau de
dilution n’influencera pas indûment les résultats de l’étude (par exemple par complexation de la substance à
tester) ou n’affectera pas négativement les performances du stock de poissons, on prélèvera régulièrement des
échantillons pour analyses. Il conviendra par exemple de procéder chaque trois mois, lorsqu’une eau de dilution
est connue pour être relativement constante en qualité, à la détermination des métaux lourds (par ex. Cu, Pb, Zn,
Hg, Cd, Ni), des anions et cations principaux (par ex. Ca, Mg, Na, K, Cl, SO4) ; des pesticides (par ex.
organophosphorés totaux et organochlorés totaux) ; du carbone organique total et des solides en suspension. S’il
est démontré que la qualité de l’eau est constante pendant une année au moins, ces analyses pourront être moins
fréquentes et leurs intervalles espacés (par ex. chaque six mois).

La teneur en particules naturelles ainsi que le carbone organique total (TOC) de l’eau de dilution seront aussi
faibles que possible pour éviter l’adsorption de la substance à tester sur les matières organiques, qui pourrait
réduire sa biodisponibilité (4). La valeur maximale admissible est de 5 mg/l pour les particules de matière
(matière sèche ne traversant pas un filtre de 0,45µm) et 2 mg/l pour le carbone organique total (voir Annexe 1).
Si nécessaire, l’eau sera filtrée avant usage. La contribution des poissons de l’expérience (excréta) et des
résidus alimentaires, à la teneur de l’eau en carbone organique total devra être aussi faible que possible. Tout au
long de l’essai, la concentration en carbone organique dans le récipient concerné ne devra pas dépasser de plus
de 10 mg/l (± 20%) celle du carbone organique provenant de la substance à tester et, le cas échéant, de l’agent
de dissolution.

1.7.3 Solutions d’essai

On prépare une solution stock de la substance à tester, à la concentration voulue. La solution stock sera de
préférence préparée par simple mélange ou agitation de la substance à tester dans l’eau de dilution. L’utilisation
de solvants ou de dispersants (agents de dissolution) n’est pas recommandée ; on peut y recourir cependant dans
certains cas pour produire une solution stock à la concentration nécessaire. Les solvants susceptibles d’être
utilisés sont l’éthanol, le méthanol, l’éther monométhylique d’éthylène glycol, l’éther diméthylique d’éthylène
glycol, le diméthylformamide et le triéthylène glycol. Les dispersants utilisables sont le Cremophor RH40, le
Tween 80, la méthylcellulose à 0,01% et le HCO-40. Des précautions seront prises en cas d’utilisation d’agents
facilement biodégradables, ces derniers pouvant provoquer des problèmes de croissance bactérienne dans les
tests avec renouvellement continu. La substance d’essai peut être radiomarquée et devra être du plus haut
niveau de pureté (par ex. de préférence >98%).

Pour les essais avec renouvellement continu, un appareillage apportera et diluera en permanence la solution
stock de la substance à tester (par ex. pompe doseuse, dilueur proportionnel, système saturateur) pour amener
les concentrations d’essai jusqu’aux enceintes. Il sera préférable de prévoir au moins cinq volumes de
remplacement par jour pour chaque enceinte d’essai. Le mode avec renouvellement continu sera préféré, mais
en cas d’impossibilité (par ex. lorsque les organismes de l’essai subissent des effets néfastes) une technique
semi-statique pourra être mise en oeuvre si les critères de validité restent satisfaits. Les régimes d’écoulement
des solutions stocks et de l’eau de dilution seront contrôlés 48 heures avant l’essai puis au moins
quotidiennement pendant celui-ci. Ce contrôle comportera la détermination du débit dans chaque enceinte
d’essai et l’on s’assurera qu’il ne s’écarte pas de plus de 20% pour chacune d’elles ou bien entre elles et les
autres.

1.7.4 Sélection des espèces

Parmi les critères importants de sélection des espèces figurent la facilité de se les procurer, leur taille, et la
possibilité d’un entretien aisé en laboratoire. On sélectionnera aussi les espèces de poissons en fonction de leur
importance en matière de loisirs, commerce ou écologie ; ils doivent également être de sensibilités comparables,
avoir produit de bons résultats dans le passé, etc.



On trouvera en Annexe 2 une liste d’espèces recommandées pour les essais. D’autres espèces peuvent être
utilisées mais la procédure d’essai peut devoir être adaptée pour établir des conditions expérimentales
convenables. Dans un tel cas, on exposera les motivations du choix des espèces et la méthode expérimentale
retenue.

1.7.5 Conservation des poissons

Il faut acclimater la population de poissons pendant deux semaines au moins dans une eau à la température de
l’essai et apporter une quantité denourriture suffisante et du même type que celle qui sera utilisée pendant
l’essai.

Après une période d’installation de 48 heures, on enregistre les taux de mortalité et les critères suivants sont
appliqués :

- mortalité supérieure à 10% de la population en sept jours : rejeter le lot entier ;

- mortalité entre 5 et 10% de la population en sept jours : prolonger l’acclimatation pendant sept jours de
plus ;

- mortalité inférieure à 5% de la population en sept jours : accepter le lot - si la mortalité dépasse 5%
pendant les sept jours suivants, rejeter le lot entier.

S’assurer que les poissons utilisés pour les essais ne présentent pas de maladies ni d’anomalies observables.
Écarter tout poisson malade. Les poissons ne sont pas censés être traités contre une quelconque maladie
pendant les deux semaines précédant l’essai, ni pendant celui-ci.

1.8 EXECUTION DE L’ESSAI

1.8.1 Essai préliminaire

Il peut être utile de procéder à une expérimentation préliminaire pour optimiser les conditions d’exécution de
l’essai réel, en ce qui concerne par ex. la sélection de la/des concentration(s) de la substance à tester, la durée
des phases d’absorption et d’élimination.

1.8.2 Conditions d’exposition

1.8.2.1 Durée de la phase d’absorption

On peut prévoir la durée de la phase d’absorption en s’appuyant sur une expérience concrète (par ex. à partir
d’une étude antérieure ou d’un produit chimique ayant des propriétés d’accumulation) ou à partir de certaines
relations empiriques fondées sur ce que l’on sait de la solubilité dans l’eau ou bien du coefficient de partage
octanol/eau de la substance à tester (voir Annexe 3).

La phase d’absorption durera 28 jours sauf s’il peut être démontré qu’un équilibre a été atteint plus tôt. Si l’on
ne parvient pas à un état stable dans les 28 jours, la phase d’équilibre sera prolongée et l’on procédera à
d’autres mesures, jusqu’à état stable ou pendant 60 jours, l’alternative la plus courte prévalant.

1.8.2.2 Durée de la phase d’élimination

La moitié de la durée de la phase d’absorption convient généralement pour que se produise une réduction
convenable (par ex. 95%) de la charge corporelle en substance d’essai (voir explications de l’estimation en
Annexe 3). Si le temps nécessaire pour parvenir à une perte de 95% est démesurément long, dépassant par
exemple de deux fois la durée normale de la phase d’absorption (à savoir plus de 56 jours), on pourra en rester à
une période plus courte (c.a.d. jusqu’à ce que la concentration de la substance à tester soit inférieure à 10% de
la concentration d’état stable). Cependant, pour les substances ayant des schémas d’absorption et d’élimination
plus complexes que le modèle de poissons à compartiment unique, donnant une cinétique de premier ordre, on
autorisera des phases de dépuration plus longues pour déterminer les constantes de vitesse d’élimination. Ce
laps de temps peut néanmoins être régi par la période durant laquelle la concentration dans les poissons de la
substance à tester demeure au-dessus de la limite de détection analytique.

1.8.2.3 Nombre de poissons de l’essai

Choisir les nombres de poissons par concentrations d’essai de telle sorte qu’au minimum quatre poissons par
échantillon seront disponibles à chaque échantillonnage. Si l’on souhaite une statistique plus fine, le nombre de
poissons par échantillons devra augmenter.



Si on utilise des poissons adultes, indiquer s’ils sont mâles ou femelles ou si les deux sexes servent à
l’expérience. Dans ce dernier cas, avant de commencer l’exposition, il faudra vérifier que les différences de
teneurs lipidiques ne sont pas significatives ; il pourra être nécessaire de faire des lots distincts de mâles et de
femelles.

Tous les essais se feront avec un choix de poissons de poids similaires, de sorte que les plus petits ne soient pas
inférieurs aux deux-tiers du poids des plus gros. Ils appartiendront tous à la même classe d’âge et proviendront
de la même source. Le poids et l’âge d’un poisson ayant apparemment parfois des effets notables sur les valeurs
BCF (1), ces informations seront enregistrées avec précision. Il est souhaitable qu’un sous-échantiillon de la
population de poissons soit pesé avant l’essai, pour en estimer le poids moyen.

1.8.2.4 Chargement

Les rapports eau/poissons seront élevés afin de minimiser la réduction du CW due à l’ajout des poissons au
début de l’essai, mais aussi pour éviter les diminutions de concentration en oxygène dissous. Il importe que le
régime de chargement soit adapté à l’espèce utilisée pour l’essai. Un régime de chargement de 0,1-1,0 g de
poisson (poids humide) par litre d’eau et par jour est recommandé en tout état de cause. On peut réaliser des
chargements à hauts régimes s’il est démontré que la concentration voulue en substance à tester est maîtrisable
dans des limites de± 20%, et que la concentration d’oxygène dissous ne tombe pas au-dessous de 60% du
niveau de saturation.

On tiendra compte de l’habitat normal de l’espèce dans le choix du régime de chargement. Les poissons
benthiques par exemple peuvent demander un aquarium ayant davantage de surface de fond que les espèces
pélagiques, pour un même volume d’eau.

1.8.2.5 Alimentation

Pendant les périodes d’alimentation et d’essai, les poissons sont nourris selon un régime approprié ayant des
teneurs en lipides et protéines totales déterminées, en quantités suffisantes pour les maintenir en bonne santé et
conserver leur poids corporel. Les poissons sont nourris quotidiennement pendant les périodes d’acclimatation
et d’essai à raison d’environ 1 à 2% de leur poids corporel chaque jour ; on maintient ainsi pour la plupart des
espèces une concentration lipidique d’un niveau relativement constant pendant l’essai. La quantité denourriture
devra être recalculée une fois par semaine par exemple, afin de maintenir un poids corporel et des teneurs
lipidiques cohérents. Pour ce calcul, le poids des poissons de chaque enceinte d’essai sera estimé à partir du
poids des poissons échantillonnés le plus récemment dans cette enceinte. Ne pas peser les poissons restant dans
l’enceinte.

La nourriture non consommée et les excréments sont évacués par siphonnage quotidien des enceintes d’essai
peu après le nourrissage (30 minutes à une heure). Les enceintes seront tenues aussi propres que possible tout
au long de l’essai de sorte que la concentration de matière organique reste au plus bas niveau envisageable, car
la présence de carbone organique peut limiter la biodisponibilité de la substance à tester. (1)

Nombre d’aliments étant des dérivés de farines de poissons, ils seront analysés pour déterminer leur teneur en
substance d’essai. Il est préférable aussi d’analyser les teneurs de ces nourritures en pesticides et métaux lourds.

1.8.2.6 Éclairage et température

La photo période est généralement de 12 à 16 heures et la température (± 2oC) correspondra à l’espèce utilisée.
(voir Annexe 2). Le type et les caractéristiques de l’éclairage seront nettement définis. Il faudra prendre garde
aux phototransformations éventuelles de la substance à tester dans les conditions de rayonnement de l’étude.
L’éclairage ne devra pas exposer les poissons à des photoproduits non naturels. Dans certains cas, il peut être
essentiel d’utiliser un filtre pour bloquer les rayons UV inférieurs à 290 nm.

1.8.2.7 Concentrations de l’essai

Les poissons sont exposés à un renouvellement continu de deux concentrations aqueuses au moins de la
substance à tester. Normalement, la concentration haute (ou la plus haute) de la substance à tester sera
d’environ 1% de sa LC50 aiguë à l’asymptote, et au moins 10 fois supérieure à sa limite de détection dans l’eau
par la méthode d’analyse retenue.



La plus forte concentration de l’essai peut aussi être établie en divisant la LC50 à 96 heures par un ratio
approprié aigu/chronique (les ratios adéquats de certains produits chimiques peuvent aller de 3 à 100). Si
possible, choisir l’autre (les autres) concentration(s) de sorte que la différence avec celle qui lui est supérieure
atteigne un facteur dix. En cas d’impossibilité due au critère de 1% de la LC50 et de la limite analytique, un
facteur inférieur à dix pourra être utilisé ou bien on songera à l’intervention d’une substance radiomarquée au
14C. Aucune concentration mise en oeuvre ne devrait dépasser la solubilité de la substance d’essai.

Lorsqu’un agent de dissolution est utilisé sa concentration ne doit pas dépasser 0,1 ml/l et doit être identique
dans tous les récipients de l’essai. Sa contribution, ajoutée à celle de la substance à tester, à la teneur globale en
carbone organique dans l’eau de l’expérience doiventt être connues. Tout sera néanmoins fait pour éviter le
recours à ce type de matériels.

1.8.2.8 Témoins

Une eau de dilution témoin ou, si nécessaire, un témoin contenant l’agent de dissolution sera disponible en
marge de la série des tests, dans la mesure où il a été établi que l’agent n’a aucun effet sur les poissons. Dans le
cas contraire, on mettra en place les deux témoins.

1.8.3 Fréquence des mesures de la qualité de l’eau

Pendant l’essai, l’oxygène dissous, le TOC, le pH et la température seront mesurés dans tous les récipients. La
dureté totale, et la salinité éventuellement, seront mesurées dans les témoins et un récipient contenant la
concentration haute (la plus haute). Au minimum, l’oxygène dissous et éventuellement la salinité seront
mesurés trois fois - au début, vers le milieu et à la fin de la période d’absorption - et une fois par semaine
pendant la période d’élimination. Le TOC sera mesuré au début de l’essai (24 et 48 heures avant le démarrage
de la phase d’absorption), avant l’ajout des poissons et au moins une fois par semaine pendant les périodes
d’absorption et d’élimination. La température sera mesurée quotidiennement, le pH au début et à la fin de
chaque période et la dureté une fois pour chaque essai. La température sera de préférence surveillée en continu
dans un récipient au moins.

1.8.4 Échantillonnage et analyse des poissons et de l’eau

1.8.4.1 Calendrier d’échantillonnage des poissons et de l’eau

De l’eau sera prélevée dans les enceintes d’essai pour établir la concentration de la substance à tester avant
l’ajout des poissons et pendant les phases d’absorption et de dépuration. Au minimum, l’eau est prélevée en
même temps que les poissons et avant leur alimentation. Pendant la phase d’absorption, les concentrations de
substance à tester sont déterminées pour vérifier qu’elles satisfont aux critères de validité.

Les poissons sont échantillonnés en cinq occasions au moins pendant la phase d’absorption et en quatre
occasions au moins pendant la phase de dépuration. Il est parfois difficile de calculer une valeur estimative
raisonnablement précise du BCF sur la base de ce nombre d’échantillons, en particulier lorsque l’on sort du
cadre d’une simple cinétique de dépuration de premier ordre. Dans ce cas, on pourra alors échantillonner à des
rythmes plus rapides dans les deux périodes (voir Annexe 4). Les échantillons supplémentaires sont stockés et
analysés uniquement si les résultats de la première série d’analyses se révèlent insuffisants au calcul du BCF
avec la précision voulue.

On trouvera en Annexe 4 un exemple de calendrier d’échantillonnageacceptable. D’autres peuvent être
facilement établis sur la base d’autres valeurs supposées du Pow pour calculer le temps d’exposition
correspondant à une absorption de 95%.

On poursuit l’échantillonnage pendant la phase d’absorption jusqu’à établissement d’un état stable ou pendant
28 jours, l’alternative la plus courte prévalant. Si l’on ne parvient pas à un état stable en 28 jours,
l’échantillonnage continue jusqu’à obtention d’un état stable ou pendant 60 jours, l’alternative la plus courte
prévalant. Avant de commencer la phase d’élimination, les poissons sont transférés dans des réservoirs propres.

1.8.4.2 Échantillonnage et préparation des échantillons

On prélève les échantillons d’eau destinés aux analyses, par exemple en siphonnant à l’aide d’un tube inerte un
point central de l’enceinte d’essai. Puisqu’il semble que l’on ne peut séparer ni par centrifugation ni par
filtration la fraction non biodisponible de la substance à tester de celle qui est biodisponible (en particulier dans
le cas des produits chimiques super-lipophiles, c.a.d. ceux ayant un log Pow>5) (1) (5), on peut s’abstenir de
soumettre les échantillons à ces traitements.



Par contre, il faudra veiller à ce que les réservoirs restent aussi propres que possible et à ce que la teneur en
carbone organique total soit surveillée tout au long des phases d’absorption et d’élimination.

Un nombre convenable de poissons (normalement quatre au minimum) est prélevé dans chaque enceinte d’essai
pour chaque échantillonnage. Les poissons prélevés sont rapidement rincés à l’eau, séchés avec un papier
absorbant, et sacrifiés instantanément de la manière la plus humaine possible, puis pesés.

Il est préférable d’analyser les poissons et l’eau immédiatement après l’échantillonnage pour éviter toute
dégradation ou autres pertes et pour calculer approximativement les régimes d’absorption et de dépuration
pendant que l’essai se poursuit. L’analyse immédiate évite aussi de ne pas retarder le constat qu’un plateau a été
atteint.

Faute d’une analyse immédiate, les échantillons sont conservés selon une méthode convenable. Avant le début
de l’étude, on réunira toutes informations sur la méthode de stockage adéquate de cette substance à tester, par
exemple congélation, maintien à 4 °C, durée du stockage, extraction, etc.

1.8.4.3 Qualité de la méthode analytique

L’intégralité de la procédure étant régie principalement par l’exactitude, la précision et la sensibilité de la
méthode analytique mise en oeuvre pour la substance à tester, il faut contrôler expérimentalement que la
précision et la reproductibilité de l’analyse chimique, ainsi que la récupération de la substance à tester tant dans
l’eau que dans les poissons donnent toute satisfaction dans le cadre particulier de cette méthode. Vérifier aussi
que la substance à tester n’est pas détectable dans l’eau de dilution utilisée.

Si nécessaire, les valeurs de Cw et Cf dérivées des essais seront corrigées au vu des valeurs fournies par les
tèmoins et la concentration naturelle de la substance d’essai. Les échantillons de poissons et d’eau sont
manipulés en permanence de manière à minimiser les pollutions et les pertes (résultant par ex. de l’adsorption
par le matériel d’échantillonnage).

1.8.4.4 Analyse des poissons échantillonnés

Si l’on utilise pour l’essai des matériels radiomarqués, on peut analyser le marquage radioactif total (c.a.d.
composés d’origine et métabolites) ou purifier les échantillons de sorte que le composé d’origine puisse être
analysé séparément. En outre, les principaux métabolites peuvent être caractérisés soit à l’état stable soit à la
fin de la phase d’absorption, l’alternative la plus courte prévalant. Si le BCF en termes de résidus radiomarqués
totaux est≥1000% , il peut être conseillé (et, pour certaines catégories de produits chimiques tels que les
pesticides, fortement recommandé), d’identifier et quantifier les produits de dégradation représentant≥10% des
résidus totaux dans les tissus des poissons à l’état stable. Si ces produits représentant≥10% des résidus totaux
radiomarqués dans les tissus de poissons sont identifiés et quantifiés, il est alors recommandé de les identifier et
les quantifier aussi dans l’eau de l’essai.

La concentration de la substance à tester devrait généralement être déterminée pour chaque poisson pesé. Si
cela n’est pas possible, on pourra mettre en commun les échantillons à chaque échantillonnage, mais cette mise
en commun restreint véritablement les procédures statistiques dont les données pourraient bénéficier. Si une
procédure et une finesse statistiques spécifiques sont souhaitées, il conviendra alors de faire participer à l’essai
un nombre adéquat de poissons pour satisfaire à la procédure de regroupement et à la précision statistique
désirées. (6) (7).

Le BCF sera exprimé à la fois en fonction du poids frais total et, pour les substance fortement lipophiles, en
fonction de la teneur lipidique. La teneur lipidique des poissons est établie si possible lors de chaque
échantillonnage. Des méthodes bien adaptées seront utilisées pour déterminer la teneur en lipides (réf. 8 et 2 de
l’Annexe 3). On recommande les techniques d’extraction par chloroforme/méthanol comme méthode standard.
(9). Toutes les méthodes ne donnant pas des valeurs identiques (10), il importe de bien préciser celle utilisée.
L’analyse des lipides sera si possible faite sur les mêmes extraits que ceux consacrés à l’analyse de la substance
à tester, puisque les lipides doivent souvent être enlevés de l’extrait avant qu’on puisse l’analyser par
chromatographie. La teneur lipidique des poissons (en mg/kg de poids frais) à la fin de l’expérience ne devrait
pas s’écarter de celle du début de± 25%. Le pourcentage de solides dans les tissus sera lui aussi indiqué pour
permettre la conversion de la concentration lipidique de la base humide à la base sèche.



2. DONNEES

2.1 TRAITEMENT DES RESULTATS

La courbe d’absorption de la substance à tester résultera du tracé de sa concentration, en fonction du temps,
dans/sur les poissons (ou des tissus spécifiques) pendant la phase d’absorption, sur une échelle arithmétique. Si
la courbe a atteint un plateau, c’est à dire adopte approximativement un tracé asymptotique à l’axe du temps,
l’état stable BCFss sera calculé comme suit :

C état stable médian

C état stable médian
f

w

( )

( )

Lorsqu’on ne parvient à aucun état stable, il reste possible de calculer un BCFss d’une précision suffisante pour
l’évaluation des risques à partir d’un “état stable” à 80% ( 1,6/k2) ou 95% (3,0/k2) de l’équilibre

En outre, le facteur de concentration (BCFK) sera défini comme le rapport k1/k2, des deux constantes cinétiques
de premier ordre. La constante de vitesse d’élimination (k2) est généralement déterminée à partir de la courbe
d’élimination (c.a.d. un tracé de la décroissance en fonction du temps de la concentration de la substance à
tester dans le poisson). La constante de vitesse d’absorption (k1) est alors calculée en fonction de k2 et d’une
valeur de Cf dérivée de la courbe d’absorption (voir aussi Annexe 5). La méthode de choix pour obtenir BCFK et
les constantes de vitesse k1 et k2, est de recourir à des méthodes informatiques non linéaires d’estimation des
paramètres (11). On peut alternativement utiliser des méthodes graphiques pour calculer k1 et k2.. Si la courbe
de dépuration est à l’évidence autre que de premier ordre, alors il conviendra d’utiliser des modèles plus
complexes (voir références en Annexe 3) et de demander conseil à un biostatisticien.

2.2 INTERPRETATION DES RESULTATS

Les résultats seront interprétés avec précaution lorsque les concentrations de solution d’essai mesurées se
trouvent à des niveaux proches de la limite de détection de la méthode d’analyse.

La clarté de définition des courbes d’absorption et d’élimination témoigne de la bonne qualité desdonnées de
bioconcentration. La variation des constantes absorption/élimination entre les deux concentrations d’essai doit
être inférieure à 20%. Les différences notables observées dans les taux d’absorption/élimination entre les deux
essais de concentration seront enregistrées et expliquées si possible. En général, la limite de confiance des BCF
approche± 20% dans les études bien conçues.

3. RAPPORT

Le procès-verbal d’essai doit comporter les informations suivantes :

3.1 SUBSTANCE D’ESSAI :

- nature physique et, le cas échéant, propriétés physico-chimiques :

- données d’identification chimique (y compris la teneur en carbone organique, si besoin);

- en cas de marquage radioactif, position précise du/des atome(s) marqué(s) et pourcentage de
radioactivité associée aux impuretés.

3.2 ESPECES UTILISEES

- Dénomination scientifique, souche, source, tout traitement préalable éventuel,
acclimatation, âge, gamme des tailles, etc.

3.3 CONDITIONS DE L’ESSAI:

- procédure mise en oeuvre (par ex. renouvellement continu ou semi-statique);

- type et caractéristiques de l’éclairage utilisé et photopériode(s);



- concept de l’essai (par ex. nombre et taille des enceintes d’essai, régime de remplacement des volumes
d’eau, nombre de sous-échantillons et de poissons par sous-échantillon, nombre de concentrations
testées, durée des phases d’absorption et de dépuration, fréquence des échantillonnages pour les
poissons et l’eau);

- méthode de préparation des solutions méres et fréquence de renouvellement (l’agent de dissolution, sa
concentration et sa contribution à la teneur en carbone organique de l’eau de l’essai seront indiqués, le
cas échéant) ;

- les concentrations d’essai nominales, les moyennes des valeurs mesurées et leurs écarts-types dans les
récipients d’essai et leur méthode d’obtention ;

- source de l’eau de dilution, description de tout traitement préalable, résultats de toute démonstration de
l’aptitude des poissons utilisés à vivre dans cette eau et caractéristiques de celle-ci : pH, dureté,
température, concentration en oxygène dissous, niveaux de chlore résiduel (si mesuré) carbone
organique total, solides en suspension, salinité du milieu d’essai (le cas échéant) et toutes autres
mesures réalisées ;

- qualité de l’eau dans les récipients d’essai, pH, dureté, TOC, température et concentration en oxygène
dissous;

- renseignements précis sur l’alimentation (par ex. type de nourriture, source, composition - au moins
teneurs en lipides et protéines si possible, quantitédonnée et fréquence) ;

- renseignements sur le traitement des poissons et de l’eau échantillonnés, y compris détails de
préparation, stockage, extraction, procédures (et précision) de l’analyse de la substance à tester et
teneur en lipides (si mesurée).

3.4 RESULTATS :

- résultats de toute étude préliminaire effectuée ;

- mortalité des poissons témoins et des poissons dans chaque enceinte d’essai et tous comportements
anormaux observés ;

- teneur lipidique des poissons (si détermination à l’occasion de l’essai)

- courbes (dont toutes données mesurées) montrant l’absorption et l’ élimination des produits chimiques
de l’essai dans les poissons, le temps d’accès à l’état stable ;

- Cf et Cw (avec écart-type et plage, le cas échéant) au moment de chaque échantillonnage (Cf exprimé
enµg/g de poids frais (ppm) de tout l’animal ou de certains de ses tissus, par ex. lipides et Cw enµg/ml
(ppm). Valeurs Cw de la série témoin (indiquer aussi la concentration de fond) ;

- facteur de bioconcentration à l’état stable (BCFss) et/ou facteur de concentration cinétique (BCFK) et, le
cas échéant, limites de confiance à 95% des constantes de vitesse d’absorption et d’élimination (perte)
toutes exprimées par rapport au corps entier et de la teneur totale en lipide, si elle est mesurée, de
l’animal (ou certains de ses tissus), limites de confiance et écart-type (si disponible), méthodes de
calcul/analyse des données pour chaque concentration de substance d’essai utilisée ;

- lorsqu’on utilise des substances radiomarquée, l’accumulation de tous les métabolites détectés pourra
être signalée si cela est nécessaire,;

- toute situation inhabituelle concernant l’essai, tout écart de ces procédures et toutes autres informations
pertinentes.

Minimiser les résultats du type “non détecté à la limite de détection” par la mise en place d’une méthode d’essai
préliminaire et l’élaboration d’un concept expérimental, car ces résultats sont inutilisables pour les calculs des
constantes de vitesse.
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ANNEXE 1

CARACTÉRISTIQUES CHIMIQUES ACCEPTABLES POUR L’EAU DE DILUTION

SUBSTANCE LIMITE DE
CONCENTRATION

1 Particules de matière 5 mg/l

2 Carbone organique total 2 mg/l

3 Ammoniaque non-ionisé 1µg/l

4 Chlore résiduel 10µg/l

5 Pesticides organophosphorés totaux 50 ng/l

6 Pesticides organochlorés totaux plus
polychlorobiphényles

50 ng/l

7 Chlore organique total 25 ng/l

8 Aluminium 1µg/l

9 Arsenic 1µg/l

10 Chrome 1µg/l

11 Cobalt 1µg/l

12 Cuivre 1µg/l

13 Fer 1µg/l

14 Plomb 1µg/l

15 Nickel 1µg/l

16 Zinc 1µg/l

17 Cadmium 100 ng/l

18 Mercure 100 ng/l

19 Argent 100 ng/l



ANNEXE 2

ESPÈCES DE POISSONS RECOMMANDÉES POUR LES ESSAIS

Espèces recommandées

Plages de
températures

recommandées
pour les essais

(oC)

Longueur totale
recommandée
des animaux

utilisés
(cm)

1 Danio rerio(1) (Teleostei, Cyprinidae) (Hamilton-Buchanan)
Petit Danio

20 - 25 3.0± 0.5

2 Pimephales promelas(Teleostei, Cyprinidae) (Rafinesque)
Tête de boule

20 - 25 5.0± 2.0

3 Cyprinus carpio (Teleostei, Cyprinidae) (Linnaeus) Carpe 20 - 25 5.0± 3.0

4 Oryzias latipes (Teleostei, Poeciliidae) (Temminck and
Schlegel)

20 - 25 4.0± 1.0

5 Poecilia reticulata (Teleostei, Poeciliidae) (Peters) Guppy 20 - 25 3.0± 1.0

6 Lepomis macrochirus (Teleostei, Centrarchidae)
(Rafinesque) Crapet arlequin

20 - 25 5.0± 2.0

7 Oncorhynchus mykiss(Teleostei, Salmonidae) (Walbaum)
Truite de Kamloops

13 - 17 8.0± 4.0

8 Gasterosteus aculeatus(Teleostei, Gasterosteidae)
(Linnaeus) Épinoche épineuse

18 - 20 3.0± 1.0

(1) Meyer A., Orti G. (1993) Proc. Royal Society of London, Series B., Vol.252, p. 231

Diverses espèces d’estuaires et marines ont été utilisées dans certains pays par exemple :

Tambour croca Leiostomus xanthurus

Pétote odon variegatus

Siouclet Menidia beryllina

Perche-méné Cymatogaster aggregata

Carlottin anglais Parophrys vetulus

Chabot Leptocottus armatus

Épinoche épineuse Gasterosteus aculeatus

Bar Dicentracus labrax

Ablette Alburnus alburnus

RÉCOLTE

Les poissons d’eau douce énumérés dans le tableau ci-dessus sont faciles à élever et/ou largement disponibles
tout au long de l’année, alors que la disponibilité des espèces marines ou d’estuaires est en partie limitée à
certains pays. Ils peuvent se reproduire et vivre soit dans des fermes piscicoles soit en laboratoire, dans des
conditions où les maladies et parasites sont sous contrôle ; les animaux utilisés serontdonc sains et de lignées
connues. On les trouve à peu près partout dans le monde.



ANNEXE 3

PRÉVISION DE LA DURÉE DES PHASES D’ABSORPTION ET D’ELIMINATION

1. Prévision de la durée de la phase d’absorption

Avant d’exécuter l’essai, on pourra estimer k2 et donc un pourcentage du temps nécessaire pour parvenir à l’état
stable, à partir de relations empiriques entre k2 et le coefficient de partage n-octanol/eau (Pow) ou k2 et la
solubilité dans l’eau (s).

On estimera k2 (jour-1) à partir, par exemple, de la relation empirique suivante (1):

log10 k2 = - 0,414 log10(Pow) + 1,47(r2=0,95) [équation 1]

Pour les autres relations, voir Réf. (2).

Si le coefficient de partage (Pow) est inconnu, on procédera à une estimation (3) à partir de la solubilité dans
l’eau (s) de la substance d’après :

log10 (Pow) = 0,862 log10(s) + 0,710 (r2 = 0,994) [équation 2]

où s = solubilité (moles/l) : (n=36)

Ces relations ne s’appliquent qu’aux produits chimiques dont les valeurs log Pow se situent entre 2 and 6,5 (4).

Le temps nécessaire pour atteindre un certain pourcentage de l’état stable résultera de l’équation cinétique
générale illustrant l’absorption et l’élimination (cinétique de premier ordre), par application du k2 estimé, :

dC

dt w f
f k c k c= −1 2. .

où, si Cw est constant:

c c ef
k
k w

k t= − −1

2

21. ( ) [équation 3]

Lorsque l’on se rapproche de l’état stable (t->∞), l’équation 3 se réduit (5) (6) à :

c cf
k
k w= 1

2
. ou Cf / Cw = k1 / k2 = BCF

Le rapport k1 / k2 .Cw approche alors la concentration dans le poisson à “l’état stable” (Cf,s).

L’équation 3 peut être ainsi transcrite :

Cf = Cf,s (1-e -k
2

t ) ou
c

c
ef

fs

k t= − −1 2 [équation 4]

Le temps nécessaire pour atteindre un certain pourcentage de l’état stable peut être prévu grâce à l’équation 4

lorsque k2 est estimé au préalable à l’aide des équations 1 ou 2.

À titre indicatif, la durée optimale statistique de la phase d’absorption permettant d’obtenir desdonnées
statistiquement acceptables (BCFK) est la période nécessaire pour que la courbe du logarithme de la
concentration de la substance à tester dans le poisson, portée en temps linéaire, parvienne à son point médian,
soit à 1,6/k2, ou à 80% de l’état stable, mais ne dépasse pas 3,0/k2 ou 95% de l’état stable (7).



Le temps d’accession à 80% de l’état stable est (équation 4) :

0,80 = 1 -e -k
2

t 80 ou t k80
1 6

2
= ,

[équation 5]

De même, pour 95% de l’état stable : t k95
3 0

2
= ,

[équation 6]

Par exemple, la durée de la phase d’absorption (abs.) d’une substance à tester ayant un log Pow = 4 serait (avec
les équations 1, 5 et 6):

log10k2 = - 0,414.(4) + 1,47 k2 = 0,652 jours-1

abs. (80%) = 1,6/0,652, c.a.d. 2,45 jours (59 heures)
ou abs. (95%) = 3,0/0,652, c.a.d. 4,60 jours (110 heures)

De même, pour une substance à tester avec s = 10-5 mol/l (log(s) = -5,0), la durée de l'absorption serait
(équations 1, 2, 5 et 6):

log10 (Pow) = - 0,862 (-5,0) + 0,710 = 5,02

log10 K2 = - 0,414 (5,02) + 1,47

k2 = 0,246 jours-1

abs. (80%) = 1,6/0,246, c.a.d. 6,5 jours (156 heures)

ou abs. (95%) = 3,0/0,246, c.a.d. 12.2 jours (293 heures)

On utilisera aussi, à titre d’alternative, l’expression :

teq = 6,54 x 10-3 Pow + 55,31 (heures)

pour calculer le temps d’accession effective à l’état stable (4).

2. Prévision de la durée de la phase d’élimination

On pourra également prévoir le temps nécessaire pour que la charge corporelle se réduise à un certain
pourcentage de la concentration initiale grâce à l’équation générale illustrant l’absorption et l’élimination
(cinétique de premier ordre) (1) (8).

Pour la phase d’élimination, Cw est supposé nul. L’équation peut être réduite à :

dC

dt f
f k C= − 2 ou C C ef f o

k t= −
, . 2

où Cf,o est la concentration au début de la période d’élimination. On parviendra ensuite à une élimination de
50% à l’instant (t50) :

C

C
k tf

f o
e

,
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2
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0 693
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De même, 95% d’élimination seront atteints à :

t k95
3 0

2
= ,

Si l’on se place à 80% de l’absorption pour la première période (1,6/k2) et 95% de perte dans la phase
d’élimination (3,0/k2), alors la phase d’élimination est approximativement le double de la durée de la phase
d’absorption.



Il importe cependant de noter que ces estimations sont fondées sur l’hypothèse que les schémas d’absorption et
d’élimination suivent une cinétique de premier ordre. Si l’on n’est pas, à l’évidence, dans ce cadre, des modèles
plus complexes devront être employés (par ex. réf (1)).
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ANNEXE 4

EXEMPLES THEORIQUES DE CALENDRIERS D’ECHANTILLONNAGE

POUR LES TESTS DE BIOCONCENTRATION DES SUBSTANCES AYANT UN log Pow = 4.

Prélèvements
de poissons

Calendrier d’échantillonnage Nombre
d’échantillons

d’eau

Nombre de
poissons par
échantillon

Fréquence
minimale requise

(jours)

Échantillonnages
supplémentaires

Phase
d’absorption

-1
0

2∗
2

ajouter 45-80
poissons

1er 0,3 0,4
2

(2)

4

(4)

2ème 0,6 0,9
2

(2)

4

(4)

3ème 1,2 1,7
2

(2)

4

(4)

4ème 2,4 3,3
2

(2)

4

(4)

5ème 4,7 2 6

Phase de
dépuration

Transférer les
poissons dans

une eau
exempte du

produit à tester

6ème 5,0 5,3
4

(4)

7ème 5,9 7,0
4

(4)

8ème 9,3 11,2
4

(4)

9ème 14,0 17,5
6

(4)

∗ Prélever l’eau après apport de 3 “volumes d’enceintes” au moins.

Les valeurs entre parenthèses sont les nombres d’échantillons (eau, poissons) à prélever si l’on procède à un
échantillonnage supplémentaire.

Note: L’estimation avant essai de k2 pour un log Pow de 4,0 est de 0,652 jour-1. La durée totale de l’expérience
est fixée à :

3 x abs. = 3 x 4,6 jours, soit 14 jours. Se reporter à l’Annexe 3 pour l’estimation de l’ “abs.”.



ANNEXE 5

DISCRIMINATION DES MODÈLES

On suppose que la plupart des données de bioconcentration sont “raisonnablement” bien décrites par un modèle
simple à deux compartiments/deux paramètres, selon la courbe rectiligne qui reprend approximativement les
points de mesure des concentrations dans les poissons pendant la phase d’élimination, sur papier
semilogarithmique. (Lorsque ces points ne peuvent se ramener à une droite, il convient de recourir à des
modèles plus complexes, voir par ex. Spacie and Hamelink, Réf 1 à l’Annexe 3).

MÉTHODE GRAPHIQUE DE DÉTERMINATION DE LA CONSTANTE DE VITESSE
D’ÉLIMINATION (PERTE) k 2

Porter sur du papier semilogarithmique la concentration de la substance à tester trouvée dans chaque échantillon
de poisson, selon le calendrier d’échantillonnage. La pente de cette droite est k2.

k
n C C

t t
f f

2

1 1 2

2 1
= −

( / )

Cf1

Cf2

100

10

1

t 2t 1

t

Attention : les écarts par rapport à cette ligne droite peuvent indiquer un schéma d’élimination plus complexe
qu’une cinétique de premier ordre. Une méthode graphique peut résoudre des types d’élimination s’écartant de
la cinétique de premier ordre.

MÉTHODE GRAPHIQUE DE DÉTERMINATION DE LA CONSTANTE DE VITESSE
D’ABSORPTION k 1

K2, étant établi, on calcule k1 comme suit :

k
c k

c x e
f

w
k t1

2

1 2
=

− −( )
[équation 1]

On lit la valeur de Cf au point médian de la courbe d’absorption lissée produite par les données lorsque la
concentration logarithmique est portée en fonction du temps (sur une échelle arithmétique).



MÉTHODE DE CALCUL INFORMATIQUE DES CONSTANTES DE VITESSE D’ABSORPTION ET
D’ÉLIMINATION (PERTE)

Pour obtenir le facteur de bioconcentration et les constantes de vitesse k1 et k2 on utilisera de préférence des
méthodes informatiques non linéaires d’estimation paramétriques. Ces programmes établissent les valeurs de k1

et k2 en fonction d’un ensemble de données séquentielles de concentration dans le temps et du modèle :

c c
k
k

x e t tf w
k t

c= − < <−. ( )1

2

1 02 [équation 2]

c c
k
k

x e e t tf w
k t t k t

c
c= − >− − −. ( )( )1

2

2 2 [équation 3]

où tc = temps à la fin de la phase d’absorption.

Cette démarche débouche sur des estimations de l’écart-type pour k1 et k2.

Puisqu’on peut dans la plupart des cas estimer k2 à partir de la courbe d’élimination et ce avec une précision
relativement grande, et puisqu’il existe une forte corrélation entre les deux paramètres k1 et k2, il peut être
souhaitable de calculer d’abord k2 à partir des données d’élimination uniquement, puis de calculer k1 à partir
des données d’absorption à l’aide d’une régression non linéaire.



C.14.  POISSON, ESSAI SUR LA CROISSANCE DES JUVENILES

1. METHODE

La méthode décrite pour cet essai de toxicité sur la croissance des juvéniles reprend la ligne directrice n°215 de
l’OCDE (2000).

1.1 INTRODUCTION

Cet essai vise à évaluer les effets d’une exposition prolongée à des produits chimiques sur la croissance des
poissons au stade juvénile. Il s’appuie sur une méthode mise au point et soumise à des essais tournants (1)(2)
dans l’Union européenne, qui a pour objet d’évaluer les effets de substances chimiques sur la croissance de la
truite arc-en-ciel (Oncorynchus mykiss) au stade juvénile dans des conditions dynamiques. D’autres espèces de
poissons  bien étudiées peuvent être utilisées. Par exemple, on possède une certaine expérience des essais de
croissance sur le danio (Danio rerio) 1 (3)(4) et sur le medaka (Oryzias latipes) (5)(6)(7).

Voir aussi Introduction générale Partie C.

1.2 DEFINITIONS

Concentration minimale avec effet observé (CMEO): la plus faible concentration de la substance d’essai à
laquelle on observe un effet significatif (à p < 0.05) par rapport au témoin. Cependant, toutes les concentrations
d’essai supérieures à la CMEO doivent exercer un effet nocif égal ou supérieur à celui observé à la CMEO.

Concentration sans effet observé (CSEO): la concentration d’essai immédiatement inférieure à la CMEO.

CEx: dans la méthode décrite pour cet essai, la concentration de la substance d’essai qui provoque une variation
de x pour cent du taux de croissance des poissons par rapport aux témoins.

Taux de charge: le poids frais des poissons par unité de volume d’eau.

Densité de peuplement:  le nombre de poissons par unité de volume d’eau.

Taux de croissance spécifique de chaque poisson: le taux de croissance d’un individu par rapport à son poids
initial.

Taux de croissance spécifique moyen par récipient: le taux de croissance moyen de la population d’un
récipient (cuve) à une concentration donnée.

Taux de croissance pseudo-spécifique: le taux de croissance individuel comparé au poids initial moyen de la
population du récipient.

                                                                

1 Meyer, A., Bierman, C.H. and Orti, G. (1993). The phylogenetic position of the zebrafish (Danio rerio ), a model
system in developmental biology: an invitation to the comparative method. Proc. R. Soc. Lond. B. 252, 231-236.



1.3 PRINCIPE DE L’ESSAI

Des juvéniles en phase de croissance exponentielle sont pesés, puis placés dans des enceintes expérimentales où
ils sont exposés à une gamme de concentrations sublétales de la substance d’essai dissoute dans l’eau, de
préférence dans des conditions dynamiques ou, à défaut, dans des conditions semi-statiques (renouvellement
discontinu) adéquates. L’essai dure 28 jours. Les poissons sont nourris quotidiennement. La ration alimentaire
est déterminée en fonction du poids initial des poissons et peut être recalculée après 14 jours. On pèse à
nouveau les poissons à la fin de l’essai. Les effets sur le taux de croissance sont analysés à l’aide d’un modèle
de régression afin d’estimer la concentration qui provoquerait une variation de x pour cent du taux de
croissance, soit CEx (CE10, CE20, ou CE30,  par exemple). Les données peuvent aussi être comparées aux valeurs
des témoins pour déterminer la concentration minimale avec effet observé (CMEO) et, de là, la concentration
(maximale) sans effet observé (CSEO).

1.4 INFORMATIONS SUR LA SUBSTANCE D’ESSAI

Il faudrait disposer des résultats d’un essai de toxicité aiguë (voir méthode d‘essai C.1) réalisé de préférence sur
l’espèce choisie pour le présent essai. Cela implique que la solubilité dans l’eau et la pression de vapeur de la
substance d’essai soient connues et que l’on dispose d’une méthode d’analyse fiable pour déterminer la quantité
de substance dans les solutions d’essai avec une précision et une limite de détection connues et mentionnées
dans le rapport.

Il est utile de connaître la formule structurale, la pureté de la substance, la stabilité dans l’eau et à la lumière, le
pKa, le Poe et les résultats d’un essai de biodégradabilité immédiate (voir méthode d’essai C. 4).

1.5 VALIDITE DE L’ESSAI

Pour qu’un essai soit valide, les conditions suivantes doivent être remplies:

— la mortalité dans le(s) groupe (s) témoin (s) ne doit pas dépasser 10 pour cent à la fin de l’essai;

— le poids moyen des poissons du (des) groupe (s) témoin (s) doit avoir augmenté suffisamment pour que
la variation minimale du taux de croissance qui est jugée  significative soit détectable. Un essai tournant
(2) a montré que, dans le cas de la truite arc-en-ciel, le poids moyen des poissons dans les groupes
témoins doit avoir au moins doublé ( soit 50 %) par rapport à leur poids moyen initial sur 28 jours; par
exemple, poids initial: 1 g/poisson (= 100 %), poids final après 28 jours: > 1.5 g/poisson (> 150 %);

— la concentration de l’oxygène dissous doit se situer à au moins 60 % de la valeur de saturation en air tout
au long de l’essai;

— à aucun moment, durant l’essai, la température de l’eau ne doit varier de plus de ± 1°C entre les enceintes
expérimentales et devrait être maintenue dans un intervalle de 2 °C, compris dans la plage spécifiée pour
l’espèce testée (annexe 1).



1.6 DESCRIPTION DE LA METHODE

1.6.1 Appareillage

On utilise du matériel courant de laboratoire et notamment:

a) un pH-mètre et un appareil à mesurer l’oxygène;

b) un instrument pour mesurer la dureté et l’alcalinité de l’eau;

c) un dispositif adéquat de régulation de la température avec, de préférence, une surveillance en continu;

d) des récipients (cuves) fabriqués en un matériau chimiquement inerte et d’une capacité adaptée à la charge
et à la densité de peuplement recommandées (voir paragraphe 1.8.5 et annexe 1);

e) une balance suffisamment précise (précision de ± 0.5 %).

1.6.2 Eau

Toute eau dans laquelle l’espèce testée présente des taux de survie et de croissance à long terme adéquates peut
être utilisée pour l’essai. Sa qualité doit demeurer constante pendant toute la durée de l’essai. Le pH de l’eau
sera compris dans un intervalle de 6,5 à 8,5 unités, mais sans varier de plus de ± 0.5 unité (de pH) au cours d’un
même essai. Une dureté supérieure à 140 mg/l (CaCO3) est recommandée. Pour s’assurer que l’eau de dilution
n’influencera pas indûment le résultat de l’essai (par exemple en complexant la substance d’essai), on prélèvera
des échantillons à différents intervalles pour analyse. Il y a lieu de mesurer la teneur en métaux lourds (Cu, Pb,
Zn, Hg, Cd, Ni, par exemple), en principaux anions et cations (Ca, Mg, Na, K, Cl, SO 4, par exemple), en
pesticides (total des pesticides organophosphorés et organochlorés, par exemple), en carbone organique total et
en solides en suspension. Ces mesures devraient être effectuées tous les trois mois, par exemple, pour une  eau
de dilution dont on sait que la qualité est relativement constante. Si la qualité de l’eau s’est avérée constante
durant au moins un an, on pourra espacer les déterminations (par exemple tous les 6 mois). Certaines
caractéristiques chimiques requises pour une eau de dilution acceptable sont énumérées à l’annexe 2.

1.6.3 Solutions d’essai

Par dilution d’une solution mère, on prépare des solutions d’essai aux concentrations choisies.

La solution mère devrait, de préférence, être préparée par simple mélange ou agitation de la substance d’essai
dans l’eau de dilution par des moyens mécaniques (agitateur ou ultrasons, par exemple). Des colonnes de
saturation (colonnes de solubilité) peuvent être utilisées pour amener la solution mère à la concentration
souhaitée.

L’emploi de solvants ou de dispersants (agents solubilisants) peut être indiqué dans certains cas pour obtenir
une solution mère à la concentration voulue. Les solvants qui conviennent sont, par exemple, l’acétone,
l’éthanol, le méthanol, le diméthylsulfoxyde, le dimethylformamide et le triethylèneglycol. Parmi les
dispersants adéquats, citons le Cremophor RH40, le Tween 80, la méthylcellulose à 0,01% et le HCO-40. Il
convient d’être vigilant lorsqu’on utilise des agents facilement biodégradables (comme l’acétone) et/ou des
composés très volatils car ils peuvent entraîner une prolifération bactérienne dans les essais dynamiques.
Lorsqu’on utilise un agent solubilisant, il ne doit pas avoir d’effet significatif sur la croissance des poissons ni
d’effets nocifs visibles sur les juvéniles, ce que révélera l’observation d’un témoin ne comprenant que le
solvant.



Les essais dynamiques nécessitent un système qui délivre et dilue en continu une solution mère de la substance
d’essai (par exemple, une pompe doseuse, un dilueur proportionnel, un système de saturation), pour distribuer
une série de concentrations dans les enceintes d’essai. Les débits des solutions mères et de l’eau de dilution
doivent être contrôlés à intervalles quotidiens de préférence, au cours de l’essai, et ne devraient pas varier de
plus de 10 pour cent tout au long de celui-ci. Un essai tournant (2) a montré que, pour la truite arc-en-ciel, une
fréquence de renouvellement de l’eau au cours de l’essai de 6 litres/g de poisson/jour était acceptable (voir
paragraphe 1.8.2.2).

S’agissant des essais semi-statiques (essais avec renouvellement), la fréquence de renouvellement du milieu
dépendra de la stabilité de la substance d’essai, mais un renouvellement quotidien de l’eau est recommandé. Si
des essais de stabilité préliminaires (voir paragraphe 1.4) révèlent que la concentration de la substance n’est pas
stable (c’est-à-dire qu’elle sort d’un intervalle de 80 à 120 % de la concentration nominale ou qu’elle tombe en
dessous de 80 % de la concentration mesurée initialement) au cours de la période de renouvellement, il faudra
envisager de pratiquer un essai dynamique.

1.6.4 Sélection de l’espèce

La truite arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss) est recommandée dans cet essai car c’est à propos de cette espèce
que l’on a acquis la plus grande expérience au cours d’essais tournants (1)(2. D’autres espèces bien étudiées
peuvent cependant être utilisées, mais le mode opératoire devra éventuellement être adapté afin d’offrir les
conditions adéquates. Par exemple, on dispose également d’une certaine expérience au sujet du danio (Danio
rerio) (3)(4) et du medaka (Oryzias latipes) (5)(6)(7). Dans ce cas, le choix de l’espèce et de la méthode
expérimentale doit être justifié.

1.6.5 Soins des poissons

Les poissons d’essai seront sélectionnés au sein d’une même population, issue de préférence du même frai, qui
aura été gardée pendant au moins deux semaines avant l’essai dans des conditions de qualité de l’eau et
d’illumination similaires à celles de l’essai. Ils devraient recevoir une ration alimentaire quotidienne atteignant
au moins 2% de leur poids corporel et de préférence 4 % pendant toute la durée des soins et de l’essai.

Après une période de mise en condition de 48 heures, on mesure la mortalité et on applique les critères suivants 

— mortalité supérieure à 10 % de la population en sept jours: le lot entier est rejeté;

— mortalité comprise entre 5 et 10 % de la population: période d’acclimatation prolongée de sept jours; si la
mortalité dépasse 5 % pendant la deuxième période de sept jours, le lot entier est rejeté;

— mortalité inférieure à 5 % de la population en sept jours: le lot est accepté.

Les poissons ne devraient pas recevoir un traitement pour une maladie durant les deux semaines précédant
l'essai ou pendant l'essai.



1.7 CONCEPTION DE L’ESSAI

Par « conception de l’essai », on entend le choix du nombre et de l’espacement des concentrations d’essai, le
nombre de récipients par concentration et le nombre de poissons par récipient. Idéalement, l’essai devrait être
conçu en fonction de:

a) l’objectif de l’étude;

b) la méthode d’analyse statistique qui sera utilisée;

c) la disponibilité et le coût des ressources expérimentales.

L’énoncé de l’objectif devrait, si possible, spécifier la puissance statistique que requiert une différence donnée
(par exemple, dans le taux de croissance) pour être détectée, ou encore la précision avec laquelle la CEx doit être
fournie (avec x = 10, 20, ou 30, par exemple et de préférence pas au-dessous de 10) pour être estimée. Faute de
quoi il est impossible de donner une indication précise de l’échelle de l’étude.

Il importe de reconnaître qu’une conception qui est optimale (qui tire le meilleur parti des ressources) lorsqu’on
utilise une certaine méthode d’analyse statistique ne l’est pas nécessairement avec une autre méthode. La
conception recommandée pour l’estimation d’une CMEO/CSEO ne sera donc pas identique à celle
recommandée pour une analyse par régression.

Dans la plupart des cas, l’analyse par régression est préférable à l’analyse de la variance, pour des raisons
exposées par Stephan et Rogers (8). Cependant, si on ne trouve aucun modèle de régression adéquat (r2 < 0.9), il
faut recourir à la CSEO/CMEO.

1.7.1 Conception pour l’analyse par régression

Les considérations importantes pour la conception d’un essai à analyser par régression sont les suivantes:

a) La concentration avec effet (par exemple, CE 10,20,30) et la gamme de concentrations dans laquelle la
substance d’essai produit un effet intéressant  doivent nécessairement être couvertes par les
concentrations incluses dans l’essai. La précision avec laquelle les concentrations produisant un effet
peuvent être estimées sera la meilleure lorsque la concentration avec effet se trouve au milieu de la plage
des concentrations testées. Un essai préliminaire de détermination de l’ordre de grandeur peut s’avérer
utile pour sélectionner les concentrations d’essai appropriées.

b) Pour satisfaire les conditions de la modélisation statistique, l’essai doit comporter au moins un récipient
témoin et cinq autres à différentes concentrations. Le cas échéant, lorsqu’on utilise un agent solubilisant,
il faudrait étudier un groupe témoin contenant l’agent solubilisant à la concentration d’essai la plus élevée
en plus des groupes d’essai (voir paragraphes 1.8.3 and 1.8.4).

c) Une série géométrique ou logarithmique appropriée (9) (voir annexe 3) peut être utilisée. Un espacement
logarithmique  entre les concentrations d’essai est préférable.

d) Si on dispose de plus de six récipients, les récipients supplémentaires devraient servir de répliques ou être
répartis dans la gamme des concentrations de manière à diminuer l’espacement entre les concentrations.
Ces deux mesures sont aussi valables l’une que l’autre.



1.7.2 Conception pour l’estimation de la CSEO/CMEO à l’aide de l’analyse de la variance

Il serait préférable d’avoir plusieurs récipients répliques pour chaque concentration, et d’effectuer l’analyse
statistique au niveau du récipient (10). Sans récipients répliques, il est impossible de prendre en compte la
variabilité entre les récipients en plus de celle qui existe d’un poisson à l’autre. L’expérience a cependant
montré (11) que la variabilité entre les récipients était très inférieure à celle qui existe au sein de chaque
récipient (autrement dit, entre les poissons) dans le cas examiné. C’est pourquoi une alternative relativement
acceptable consiste à effectuer l’analyse statistique au niveau de chaque poisson.

On doit normalement utiliser au moins cinq concentrations d’essai selon une série géométrique obéissant à un
facteur qui ne dépasse pas de préférence 3.2.

Généralement, lorsque les essais sont conduits dans des récipients répliques, le nombre de récipients témoins
répliques, et par conséquent le nombre de poissons, devrait être le double du nombre choisi à chaque
concentration d’essai, qui devrait être toujours le même (12)(13)(14). A contrario, sans récipients répliques, le
nombre de poissons dans le groupe témoin devrait être le même que dans chaque concentration d’essai.

Si l’analyse de la variance est conduite au niveau des récipients plutôt qu’à celui des poissons  (ce qui exigerait
un marquage individuel des poissons ou l’utilisation de taux de croissance « pseudo-spécifiques » [voir
paragraphe 2.1.2]), il faut un nombre suffisant de récipients répliques pour pouvoir déterminer l’écart-type entre
les « récipients de même concentration ». Ce qui signifie que l’erreur dans l’analyse de la variance ait au moins
5 degrés de liberté (10). Si seuls les témoins ont des répliques, la variabilité de l’erreur risque d’être faussée
puisqu’elle pourrait s’accroître avec la valeur moyenne du taux de croissance en question. Comme le taux de
croissance a des chances de diminuer lorsque la concentration augmente, on aura tendance à surestimer  la
variabilité.

1.8 MODE OPERATOIRE

1.8.1 Sélection et pesée des poissons d’essai

Il importe que le poids des poissons varie le moins possible au début de l’essai. On trouvera à l’annexe 1 les
gammes de poids qui conviennent aux différentes espèces recommandées pour cet essai. Idéalement, au début
de l’essai, la gamme des poids de l’ensemble du lot de poissons utilisés dans l’essai devrait rester comprise dans
un intervalle de ± 10 % de la moyenne arithmétique et en aucun cas excéder 25 %. Il est recommandé de peser
un sous-échantillon de poissons avant l’essai afin d’estimer le poids moyen.

Les poissons doivent être privés de nourriture pendant les 24 heures qui précèdent le début de l’essai. Ils sont
ensuite choisis au hasard. A l’aide d’un anesthésique général (par exemple, une solution aqueuse de 100
mg/litre de méthanesulphonate de tricaïne (MS 222) neutralisée par l’adjonction de deux parts de bicarbonate de
sodium par part de MS 222), les poissons doivent être pesés individuellement en poids frais (blotted dry,
poissons essuyés) avec la précision indiquée à l’annexe 1. Les poissons dont le poids se situe à l’intérieur de
l’intervalle voulu seront retenus puis répartis au hasard entre les récipients d’essai. On notera le poids frais (wet
weight) total des poissons dans chaque récipient. L’utilisation d’anesthésique de même que la manipulation des
poissons (y compris le séchage et la pesée) peuvent stresser et blesser les jeunes poissons, en particulier les
espèces de petite taille. Les juvéniles doivent donc être manipulés avec la plus grande précaution afin d’éviter
de stresser et de blesser les animaux testés.

Les poissons sont pesés à nouveau le 28ème jour de l’essai (voir paragraphe 1.8.6). Si toutefois on juge
nécessaire de recalculer la ration alimentaire, on pèsera à nouveau les poissons au 14ème jour de l’essai (voir
paragraphe 1.8.2.3). On pourra recourir à une autre méthode telle que la technique photographique par exemple
pour évaluer les variations de taille des poissons à partir de quoi la ration alimentaire pourra être ajustée.



1.8.2 Conditions d’exposition

1.8.2.1 Durée

La durée de l’essai est ≥ 28 jours.

1.8.2.2 Taux de charge et densité de peuplement

Il importe que le taux de charge et la densité soient adaptés à l’espèce testée (voir annexe 1). Si la densité de
peuplement est trop élevée, le stress engendré par la surpopulation entraînera une diminution des taux de
croissance, et probablement la maladie. Si elle est trop faible, elle peut induire un comportement territorial
susceptible d’affecter également la croissance. En tout état de cause, le taux de charge doit être suffisamment
bas pour que la concentration de l’oxygène dissous puisse être maintenue à au moins 60% de la valeur de
saturation en air, sans aération. Un essai tournant (2) a montré que, dans le cas de la truite arc-en-ciel, un taux
de charge de 16 truites de 3 à 5 grammes dans un volume de 40 litres était acceptable. La fréquence de
renouvellement de l’eau recommandée durant l’essai est de 6 litres/g de poissons par jour.

1.8.2.3 Alimentation

Les poissons doivent recevoir une alimentation adéquate (annexe 1) en quantité suffisante pour permettre un
taux de croissance acceptable. Il faut veiller à éviter la prolifération microbienne et la turbidité de l’eau. Dans le
cas de la truite arc-en-ciel, une ration quotidienne de 4% de son poids corporel par jour devrait remplir ces
conditions (2)(15)(16)(17). La ration quotidienne peut être divisée en deux parts égales et administrée aux
poissons en deux fois, à au moins 5 heures d’intervalle. La ration est fonction du poids total initial des poissons
dans chaque récipient d’essai. Si les poissons sont pesés à nouveau le 14ème jour, on recalcule la ration. Les
poissons doivent être privés de nourriture pendant les 24 heures qui précèdent leur pesée.

Les aliments non consommés et les matières fécales doivent être enlevés quotidiennement des récipients d’essai
par un nettoyage soigneux du fond de chaque récipient à l’aide d’un suceur.

1.8.2.4 Lumière et température

La photopériode et la température de l’eau d’essai doivent être adaptées à l’espèce testée  (annexe 1).

1.8.3 Concentrations d’essai

On doit normalement utiliser cinq concentrations de la substance d’essai, quelle que soit la conception de l’essai
(voir paragraphe 1.7.2). Une connaissance préalable de la toxicité de la substance d'essai (tirée par exemple
d’un essai de toxicité aiguë et/ou d’études de détermination de l’ordre de grandeur) devrait faciliter le choix des
concentrations d’essai adéquates. L’utilisation de moins de cinq concentrations doit être justifiée. La
concentration d’essai la plus élevée ne doit pas dépasser la limite de solubilité de la substance dans l’eau.

Si un agent solubilisant est utilisé pour faciliter la préparation de la solution mère, sa concentration finale ne
doit pas dépasser 0,1 ml/l et doit, de préférence, être identique dans tous les récipients d’essai (voir paragraphe
1.6.3). Le recours à ce genre de produit devrait cependant être évité dans toute la mesure du possible.



1.8.4 Témoins

Le nombre de récipients témoins contenant l’eau de dilution dépend de la conception de l’essai (voir
paragraphes 1.7-1.7.2). Si l’on utilise un agent solubilisant, on inclura le même nombre de témoins pour l’eau
de dilution que pour l’agent solubilisant.

1.8.5 Fréquence des analyses quantitatives et des mesures

Au cours de l’essai, les concentrations de la substance à tester sont déterminées à intervalles réguliers (voir ci-
après).

Dans les essais dynamiques, les débits du diluant et de la solution mère de substance toxique seront vérifiés
périodiquement, de préférence chaque jour. Ces débits ne devraient pas varier de plus de 10 % tout au long de
l’essai. Lorsque les concentrations de la substance d’essai sont censées ne pas s’écarter de ± 20 % des valeurs
nominales (autrement dit rester comprises dans une plage de 80 à 120 %; voir paragraphes 1.6.2 and 1.6.3), on
recommande d’analyser au moins la concentration la plus basse et la plus élevée au début de l’essai et
périodiquement toutes les semaines par la suite. Pour les essais dans lesquels la concentration de la substance
d’essai n’est pas censée rester comprise dans un intervalle de ± 20 % des valeurs nominales (d’après les
données sur la stabilité de la substance d’essai), il est nécessaire d’analyser toutes les concentrations d’essai,
mais selon le même régime.

Dans les essais semi-statiques (avec renouvellement) où la concentration de la substance d’essai est censée
rester comprise dans un intervalle de ± 20 % des valeurs nominales, il est recommandé, au minimum, d’analyser
la concentration la plus basse et la plus élevée juste après leur préparation et juste avant le renouvellement au
début de l’essai et toutes les semaines par la suite. Pour les essais dans lesquels la concentration de la substance
d’essai n’est pas censée rester comprise dans un intervalle de ± 20 % des valeurs nominales, il est nécessaire
d’analyser toutes les concentrations selon le même régime que pour les substances plus stables.

On préconise de fonder les résultats sur les concentrations mesurées. Toutefois, si les données disponibles
démontrent que la concentration de la substance d’essai en solution a été correctement maintenue, tout au long
de l’essai, dans un intervalle de + 20 % autour de la concentration nominale ou de la concentration mesurée au
départ, les résultats peuvent s’appuyer sur les valeurs  nominales ou mesurées.

Il peut s’avérer nécessaire de filtrer (par exemple, à l’aide d’un filtre à pores de 0,45 µm) ou de centrifuger les
échantillons. La centrifugation est la procédure recommandée. Toutefois, si le milieu d’essai ne s’absorde pas
sur les filtres, la filtration est également acceptable.

Pendant l’essai, l’oxygène dissous, le pH et la température doivent être mesurés dans tous les récipients d’essai.
La dureté totale, l’alcalinité et la salinité, s’il y a lieu, doivent être mesurées dans les récipients témoins et dans
celui qui contient la concentration la plus forte. L’oxygène dissous et la salinité, s’il y a lieu, doivent être
mesurés au moins trois fois: au début, au milieu et à la fin de l’essai. Dans les essais semi-statiques, on
recommande de mesurer l’oxygène dissous plus souvent, de préférence avant et après chaque renouvellement de
l’eau ou au moins une fois par semaine. Il faut mesurer le pH au début et à la fin de chaque période de
renouvellement de l’eau dans les essais à renouvellement statique et au moins une fois par semaine dans les
essais dynamiques. La dureté et l’alcalinité devraient être mesurées une fois au cours de chaque essai. Il est
préférable de surveiller la température en continu dans au moins un récipient d’essai.



1.8.6 Observations

Poids: à la fin de l’essai tous les poissons survivants seront pesés en poids frais (poissons essuyés, blotted dry)
soit en groupes par récipient d’essai soit individuellement. Il est préférable de peser les animaux par récipient
d’essai plutôt qu’individuellement, cette dernière méthode obligeant à marquer chaque poisson. Si l’on mesure
le taux de croissance spécifique de chaque poisson (pesée individuelle), la technique de marquage devra être
choisie de façon à perturber le moins possible les animaux (on peut utiliser une technique différente du cryo-
marquage (par congélation), par exemple un mince fil de pêche coloré).

Il faut examiner quotidiennement les poissons durant l’essai et relever toutes les anomalies externes éventuelles
(hémorragie, décoloration, par exemple) et les comportement anormaux. Les décès doivent être comptés et les
poissons morts retirés du récipient dès que possible. Les poissons morts ne seront pas remplacés, le taux de
charge et la densité de peuplement étant suffisamment élevés pour éviter que la modification du nombre de
poissons ait des effets sur la croissance. Cependant, la ration alimentaire devra être ajustée.

2. RESULTATS ET RAPPORT

2.1 TRAITEMENT DES RESULTAS

Il est recommandé qu’un statisticien participe à la fois à la conception et à l’analyse de l’essai, car cette
méthode autorise des variations considérables dans la procédure expérimentale, par exemple en ce qui concerne
le nombre d’enceintes expérimentales, de concentrations d’essai, de poissons etc.. Compte tenu des choix
possibles dans la conception de l’essai, aucune orientation ou méthode statistique précise n’est proposée ici.

Il n’y a pas lieu de calculer les taux de croissance dans les récipients d’essai où la mortalité dépasse 10 %. Le
taux de mortalité doit cependant être spécifié pour toutes les concentrations d’essai.

Quelle que soit la méthode utilisée pour analyser les données, le concept central est le taux de croissance
spécifique r entre l’instant t 1 et l’instant t 2. Il peut être défini de diverses manières selon que les poissons ont été
ou non marqués individuellement ou selon qu’on recherche une moyenne par récipient.

 100 x

1t2t

1welog2welog
1r −

−
=

 100 x

1t2t

1welog2welog
2r −

−
=

 100 x

1t2t

1welog2welog
3r −

−
=



où :

r1 = taux de croissance spécifique de chaque poisson

r2 = taux de croissance spécifique moyen par récipient

r3 = taux de croissance « pseudo »- spécifique

w1, w2 = poids d’un poisson donné aux instants t 1 et t2, respectivement

loge w1 = logarithme du poids d’un poisson donné au début de la période d’étude

loge w2 = logarithme du poids d’un poisson donné à la fin de la période d’étude

loge w1 = moyenne des logarithmes des valeurs w1 des poissons du récipient au début de la période
d’étude

loge w2 = moyenne des logarithmes des valeurs w2 des poissons du récipient à la fin de la période
d’étude

t1, t2 = moments (jours) du début et de la fin de la période d’étude

r1, r2, r3 peuvent être calculés pour la période comprise entre le jour 0 et le jour 28 et, s’il y a lieu (c’est-à-dire
lorsqu’une mesure a été effectuée au 14ème jour) pour les périodes entre 0 et 14 jours et 14 et 28 jours.

2.1.1 Analyse des résultats par régression (modélisation concentration-effet)

Cette méthode d’analyse établit  une relation mathématique adéquate entre le taux de croissance spécifique et la
concentration, ce qui permet d’estimer la « CEx » c’est-à-dire toute valeur de CE requise. Si l’on utilise cette
méthode, il est inutile de calculer r pour chaque poisson (r1) et l’analyse peut alors s’appuyer sur la valeur
moyenne de r pour le récipient (r2). Cette dernière méthode est préférable. En outre, elle se prête mieux à
l’utilisation d’espèces plus petites.

Pour étudier la relation concentration-effet, on porte sur un graphique les taux de croissance spécifiques moyens
par récipient (r 2) en fonction de la concentration.

Pour exprimer la relation entre r2 et la concentration, il convient de choisir un modèle adéquat et d’étayer ce
choix par un raisonnement pertinent.

Si le nombre de poissons survivants varie suivant le récipient, le processus d’ajustement du modèle, qu’il soit
simple ou non linéaire, doit être pondéré pour tenir compte de la taille inégale des groupes.

La méthode d’ajustement du modèle doit permettre d’estimer, par exemple, la CE 20 et de déduire sa dispersion
(écart-type ou intervalle de confiance). Le graphique du modèle ajusté devrait être montré en regard des
données pour permettre d’apprécier l’adéquation de l’ajustement du modèle (8)(18)(19)(20).



2.1.2 Analyse des résultats pour l’estimation de la CMEO

Si le test porte sur plusieurs récipients d’essai répliques (identiques) pour toutes les concentrations, l’estimation
de la CMEO pourrait s’appuyer sur une analyse de la variance du taux de croissance spécifique moyen de
chaque récipient (voir paragraphe 2.1), suivie de l’utilisation d’une méthode pertinente (par exemple, un test de
Dunnett ou de Williams (12)(13)(14)(21)) consistant à comparer la moyenne r à chaque concentration avec la
moyenne r des témoins, afin d’identifier la concentration minimale à laquelle cette différence est significative
avec un seuil de probabilité de 0,05. Si les hypothèses requises concernant les méthodes paramétriques ne sont
pas remplies – distribution non normale (par exemple, test de. Shapiro-Wilk) ou variance hétérogène (test de
Bartlett), il faudra envisager de transformer les données pour homogénéiser les variances avant de mener
l’analyse de la variance ou de réaliser une analyse pondérée de la variance.

Si l’essai ne porte pas sur plusieurs récipients par concentration, l’analyse de la variance fondée sur les
récipients sera insensible ou impossible. Dans ces circonstances, on peut parvenir à un compromis acceptable en
fondant l’analyse de la variance sur le taux de croissance ‘pseudo’ specifique  r3 de chaque poisson.

La moyenne r3 pour chaque concentration d’essai peut ensuite être comparée à la moyenne r3 des témoins. Et la
CMEO peut alors être déterminée comme précédemment. Il faut admettre que cette méthode ne tient
absolument pas compte de la variabilité entre les récipients, en dehors de celle imputable à la variabilité entre
les poissons, et n’offre aucune protection à cet égard. L’expérience a cependant montré (8) que la variabilité
entre les récipients était très faible par rapport à celle qui existe dans les récipients (c’est-à-dire entre les
poissons). Si l’analyse n’englobe pas les données concernant chaque poisson, il convient d’indiquer la méthode
d’identification des valeurs aberrantes (erronées) et de justifier son emploi.

2.2 INTERPRETATION DES RESULTATS

Les résultats doivent être interprétés avec prudence lorsque les concentrations mesurées des produits toxiques
dans les solutions d’essai sont proches des limites de détection de la méthode d’analyse ou, dans les essais semi-
statiques, lorsque la concentration de la substance d’essai diminue entre le moment où la solution vient d’être
préparée et le moment qui précède le renouvellement.

2.3 RAPPORT D’ESSAI

Le rapport d’essai doit fournir les informations suivantes:

2.3.1 Substance d’essai:

— état physique et propriétés physico-chimiques pertinentes;

— données relatives à l’identification chimique, notamment la pureté et la méthode d’analyse quantitative
de la substance d’essai, s’il y a lieu.



2.3.2 Espèce testée:

— nom scientifique;

— souche éventuelle, taille, fournisseur, traitement préalable éventuel, etc.

2.3.3 Conditions d’essai:

— méthode utilisée (par exemple, semi-statique/avec renouvellement, dynamique, charge, densité de
peuplement, etc.);

— conception de l’essai (par exemple, nombre d’enceintes expérimentales, de concentrations d’essai et de
répliques, nombre de poissons par récipient);

— méthode de préparation des solutions mères et fréquence de renouvellement (le solubilisant et sa
concentration doivent être indiqués, le cas échéant);

— concentrations d’essai nominales, moyennes des valeurs mesurées avec leurs écarts-types dans les
récipients d’essai, méthode de détermination et données montrant que les mesures se réfèrent aux
concentrations de la substance d’essai en solution vraie;

— caractéristiques de l’eau de dilution: pH, dureté, alcalinité, température, concentration de l’oxygène
dissous, teneurs résiduelles en chlore (si mesurées), carbone organique total, solides en suspension,
salinité du milieu d’essai (si mesurée) et toute autre mesure effectuée;

— qualité de l’eau dans les récipients d’essai: pH, dureté, température et concentration de l’oxygène
dissous;

— informations détaillées sur l’alimentation, (par exemple, le type d’aliment (s), la source, la quantité
donnée et la fréquence).

2.3.4 Résultats:

— données montrant que les témoins remplissent les critères de validité relatifs à la survie, et données sur la
mortalité à toutes les concentrations d’essai;

— techniques d’analyse statistique appliquées, statistiques fondées sur les répliques ou les poissons,
traitement des données et justification des méthodes utilisées;

— tableaux donnant les poids individuels et moyens des poissons aux jours 0, 14 (si mesurés) et 28, valeurs
des moyennes par récipient ou taux de croissance pseudo- spécifiques (s’il y a lieu) pour les périodes de 0
à 28 jours, ou éventuellement de  0 à 14 et de 14 à 28 jours;

— résultats de l’analyse statistique (analyse par régression ou analyse de la variance) fournis de préférence
sous forme de tableau ou de graphique, CMEO (p = 0.05) et CSEO ou CEx avec leurs écarts-types si
possible;

— incidence de toute réaction inhabituelle des poissons et de tout effet visible produit par la substance
d’essai.
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ANNEXE  1

ESPÈCES DE POISSONS RECOMMANDÉES POUR L’ESSAI ET CONDITIONS D’ESSAI APPROPRIÉES

Espèce Gamme de
températures
recommandée

( oC)

Photopériode

(heures)

Gamme
recommandée
pour le poids

initial des poissons
(g)

Précision requise
de la mesure

Taux de charge

(g/l)

Densité de
peuplement

(par litre)

Alimentation Durée de l’essai

 (jours)

Espèce

recommandée:

Oncorhynchus
mykiss

Truite arc-en-ciel

12.5 – 16.0 12 – 16 1 – 5 à 100 mg près 1.2 – 2.0 4 spécialité
alimentaire sèche

pour frai de
salmonidé

≥ 28

Autres espèces
bien étudiées:

Danio rerio

Danio

21 – 25 12 – 16 0.050 – 0.100 à 1 mg près 0.2 – 1 5 – 10 nourriture vivante
(Brachionus

Artemia)

≥ 28

Oryzias latipes

medaka

21 – 25 12 – 16 0.050 – 0.100 à 1 mg près 0.2 – 1.0 5 – 20 nourriture vivante
(Brachionus

Artemia)

≥ 28



ANNEXE 2

QUELQUES CARACTÉRISTIQUES CHIMIQUES D’UNE EAU DE DILUTION ACCEPTABLE

SUBSTANCE CONCENTRATIONS

Matières particulaires (particules)

Carbone organique total

Ammoniac non ionisé

Chlore résiduel

Pesticides organophosphorés totaux

Pesticides organochlorés totaux et biphényles polychlorés

Chlore organique total

< 20 mg/l

< 2 mg/l

< 1 µg/l

< 10 µg/l

< 50 ng/l

< 50 ng/l

< 25 ng/l



ANNEXE  3

SÉRIE LOGARITHMIQUE  DE CONCENTRATIONS CONVENANT A UN ESSAI DE TOXICITÉ (9)

Colonne (Nombre de concentrations 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 4.6 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

1.5 2.7 4.2

1.0 1.9 3.2

1.4 2.4

1.0 1.8

1.3

1.0

* Une série de cinq concentrations successives (ou plus) peut être choisie dans une colonne. Les points intermédiaires entre les
concentrations d’une colonne (x) se trouvent dans la colonne (2x + 1). Les valeurs énumérées peuvent représenter des
concentrations exprimées sous forme de pourcentage en volume ou en poids (mg/l or µg/l). Les valeurs peuvent être
multipliées ou divisées par la puissance de 10, adéquate. On pourra utiliser la première colonne si le degré de toxicité est très
incertain.



C.15. POISSON, ESSAI DE TOXICITE A COURT TERME AUX STADES DE L'EMBRYON ET DE
L'ALEVIN

1. METHODE

La méthode décrite pour cet essai de toxicité à court terme reprend la ligne directrice n° 212 de l'OCDE (1998).

1.1 INTRODUCTION

Cet essai de toxicité à court terme chez le poisson aux stades de l'embryon et de l'alevin consiste à exposer
l'animal depuis le stade de l'œuf qui vient d'être fécondé jusqu'à à la fin du stade de l'alevin. Aucune
alimentation n'est fournie durant l'essai sur les embryons et les alevins, et l'essai devrait donc prendre fin alors
que les alevins se nourrissent encore grâce à leur sac vitellin.

Cet essai vise à déterminer les effets létaux et, dans une moindre mesure, sublétaux de produits chimiques à des
stades définis de la vie des espèces testées. Il devrait fournir des informations utiles en ce sens qu'il pourrait (a)
permettre de faire le lien entre les essais létaux et sublétaux, (b) servir d'essai de sélection en vue soit d'un essai
(complet) de toxicité aux premiers stades de la vie, soit d'un essai de toxicité chronique, et (c) être utilisé pour
tester des espèces pour lesquelles les techniques d'élevage ne sont pas suffisamment au point pour couvrir la
période de transition entre alimentation endogène et alimentation exogène.

Il faut savoir que seuls les essais couvrant tous les stades de la vie du poisson sont généralement susceptibles de
donner une estimation précise de la toxicité chronique de produits chimiques pour les poissons, et que toute
limitation de l'exposition écartant tel ou tel stade de la vie risque de diminuer la sensibilité etdonc de donner
lieu à une sous-estimation de la toxicité chronique. L'essai aux stades de l'embryon et de l'alevin devrait donc
être moins sensible que l'essai (complet) de toxicité aux premiers stades de la vie, notamment en ce qui
concerne les produits chimiques fortement lipophiles (log Poe > 4) et les substances possédant un mode d'action
toxique particulier. On s'attend toutefois à ce que la différence de sensibilité entre les deux essais soit moindre
pour les produits chimiques à mode d'action narcotique non spécifique (1).

Avant la publication du présent essai, l'essai aux stades de l'embryon et de l'alevin a surtout été réalisé sur le
poisson d'eau douceDanio rerio Hamilton-Buchanan (téléostéens, cyprinidés – nom commun : danio). C'est la
raison pour laquelle l'annexe 1 donne des indications détaillées pour la réalisation de l'essai sur cette espèce.
Cela n'exclut pas pour autant l'utilisation d'autres espèces de poissons pour lesquelles on dispose déjà d'une
certaine expérience (Tableau 1).

1.2 DÉFINITIONS

Concentration minimale avec effet observé (CMEO): concentration la plus basse d'une substance d'essai à
laquelle on observe un effet significatif (à p < 0,05) par rapport au témoin. Cependant, toutes les concentrations
d'essai supérieures à la CMEO doivent exercer un effet nocif supérieur ou égal à celui observé à la CMEO.

Concentration (maximale) sans effet observé (CSEO): concentration d'essai immédiatement inférieure à la
CMEO.



1.3 PRINCIPE DE L'ESSAI

Les poissons aux stades de l'embryon et de l'alevin sont exposés à une gamme de concentrations de la substance
d'essai dissoute dans l'eau. Le protocole permet de choisir entre un essai semi-statique ou dynamique. Le choix
dépend de la nature de la substance d'essai. L'essai débute au moment où l'on place les œufs fécondés dans les
enceintes expérimentales et prend fin juste avant que le sac vitellin d'une quelconque larve d'une quelconque
enceinte expérimentale ait été complètement absorbé ou avant que des poissons témoins ne meurent d'inanition.
Les effets létaux et sublétaux sont évalués et comparés aux valeurs des témoins, en vue de déterminer la
concentration minimale avec effet observé (CMEO) et, de là, la concentration (maximale) sans effet observé
(CSEO). Une autre possibilité consiste à analyser ces effets à l'aide d'un modèle de régression permettant
d'estimer la concentration qui provoquerait un certain pourcentage d'effet (CL/CEx, où x représente un
pourcentage d'effet défini).

1.4 INFORMATIONS CONCERNANT LA SUBSTANCE D'ESSAI

Il faudrait disposer des résultats d'un essai de toxicité aiguë réalisé de préférence sur l'espèce choisie pour le
présent essai. Ces résultats pourront s'avérer utiles pour sélectionner une plage de concentrations appropriée
pour l'essai aux premiers stades de la vie. La solubilité dans l'eau (y compris la solubilité dans l'eau de l'essai) et
la pression de vapeur de la substance d'essai doivent être connues. Pour déterminer la concentration de la
substance dans les solutions d'essai, il convient d'appliquer une méthode d'analyse fiable, dont la précision et la
limite de détection sont connues et mentionnées dans le rapport.

Les informations sur la substance d'essai qui peuvent être utiles pour établir les conditions de l'essai
comprennent la formule structurale, la pureté de la substance, la stabilité à la lumière, la stabilité dans les
conditions de l'essai, le pKa, le coefficient de partage n-octanol/ eau (Poe) et les résultats d'un essai de
biodégradabilité immédiate (voir Méthode C.4).

1.5 VALIDITE DE L'ESSAI

La validité de l'essai repose sur les conditions suivantes :

— le taux global de survie des œufs fécondés dans les groupes témoins et, s'il y a lieu, dans les récipients ne
contenant que le solvant, doit être supérieur ou égal aux limites définies dans les annexes 2 et 3;

— la concentration de l'oxygène dissous doit se situer entre 60 et 100 % de la valeur de saturation en air tout
au long de l'essai ;

— à aucun moment au cours de l'essai, la température de l'eau ne doit varier de plus de ± 1,5 °C entre les
différentes enceintes expérimentales ou entre deux jours consécutifs, et devrait être maintenue dans la
plage spécifiée pour l'espèce testée (annexes 2 et 3).

1.6 DESCRIPTION DE LA METHODE

1.6.1 Enceintes d'essai

N'importe quel récipient en verre ou fabriqué dans un matériau chimiquement inerte peut être utilisé. Les
récipients doivent être suffisamment grands pour répondre aux critères de charge (voir paragraphe 1.7.1.2). Il
est recommandé de placer les enceintes expérimentales au hasard dans la partie du laboratoire où se déroule
l'essai. Il est souhaitable de disposer les enceintes expérimentales selon un schéma randomisé par blocs, chaque
traitement étant représenté dans chaque bloc, plutôt que de les placer de façon complètement aléatoire, lorsqu'il
existe des effets systématiques dans le laboratoire qui peuvent être contrecarrés par la randomisation par blocs.
Si celle-ci est utilisée, elle doit être prise en compte dans l'analyse ultérieure des résultats. Les enceintes
expérimentales doivent être protégées de toute perturbation indésirable.



1.6.2 Sélection des espèces de poissons

Les espèces de poissons recommandées sont énumérées dans le tableau 1A. Cela n'exclut pas l'utilisation
d'autres espèces (des exemples figurent dans le tableau 1B), mais le mode opératoire devra éventuellement être
adapté afin d'offrir les conditions adéquates. Dans ce cas, la choix de l'espèce et de la méthode expérimentale
doivent être justifiées.

1.6.3 Soin des poissons géniteurs

La ligne directrice 210 de l'OCDE1 et les références (2)(3)(4)(5)(6) donnent des indications détaillées sur la
façon de maintenir les poissons géniteurs dans des conditions satisfaisantes.

1.6.4 Manipulation des embryons et des larves

Les embryons et les larves peuvent être exposés, au sein de la cuve principale, dans des récipients plus petits
pourvus de côtés ou d'extrémités en filet, permettant le passage de la solution d'essai. Il est possible d'induire un
écoulement non turbulent dans ces petits récipients en les suspendant à un bras qui déplace le récipient
verticalement, en gardant toujours les organismes submergés; un système de siphon peut aussi être employé.
Les œufs fécondés des salmonidés peuvent être posés sur des supports ou des grilles ayant des ouvertures
suffisantes pour permettre aux larves de passer au travers après l'éclosion. Les pipettes Pasteur conviennent au
prélèvement des embryons et des larves dans les essais semi-statiques où le milieu est entièrement renouvelé
chaque jour (voir paragraphe 1.6.6).

Quand on utilise des récipients, des grilles ou des filets pour maintenir les œufs à l'intérieur de la cuve d'essai
principale, ces dispositifs doivent être enlevés après l'éclosion des larves1, mais il faut conserver des filets pour
empêcher les poissons de s'échapper. Si les larves doivent être transférées, il ne faut pas les exposer à l'air, ni
utiliser de filets pour enlever les poissons des récipients contenant les œufs (ces précautions sont superflues
pour des espèces moins fragiles, comme la carpe). Le moment de ce transfert varie avec l'espèce et il n'est pas
toujours nécessaire. Dans les essais semi-statiques, des béchers ou des récipients peu profonds peuvent être
utilisés, munis, si nécessaire, d'une grille placée un peu au-dessus du fond du récipient. Si le volume de ces
récipients est suffisant pour satisfaire aux critères de charge (voir paragraphe 1.7.1.2), il n'est pas nécessaire de
transférer les embryons ou les larves.

1.6.5 Eau

Toute eau répondant aux caractéristiques chimiques d'une eau de dilutionacceptable (énumérées à l'annexe 4) et
dans laquelle les témoins de l'espèce testée ont un taux de survie au moins aussi satisfaisant que celui décrit
dans les annexes 2 et 3 peut être utilisée pour l'essai. La qualité de cette eau devrait rester constante pendant
toute la durée de l'essai. La variation du pH devrait rester comprise dans un intervalle de ± 0,5 unités. Pour
s'assurer que l'eau de dilution n'influencera pas indûment les résultats de l'essai (par exemple en complexant la
substance d'essai) ou ne nuira pas au comportement des poissons géniteurs, des échantillons doivent être
prélevés périodiquement en vue d'être analysés. Il y a lieu de mesurer la teneur en métaux lourds (par exemple,
Cu, Pb, Zn, Hg, Cd, Ni), en principaux anions et cations (par exemple, Ca, Mg, Na, K, Cl, SO4), en pesticides
(par exemple, la totalité des organophosphorés et la totalité des organochlorés), en carbone organique total et en
solides en suspension. Ces mesures devraient être effectuées tous les trois mois, par exemple, lorsqu'on sait que
l'eau de dilution présente une qualité relativement constante. Si la qualité de l'eau s'est avérée constante sur une
période d'au moins un an, les déterminations pourront être plus espacées (par exemple, tous les six mois).

1 OCDE, Paris, 1992, Ligne directrice 210, " Poisson, Essai de toxicité aux premiers stades de la vie".



1.6.6 Solutions d'essai

Par dilution d'une solution mère, on prépare des solutions d'essai aux concentrations choisies.

La solution mère devrait, de préférence, être préparée par simple mélange ou agitation mécanique de la
substance d'essai dans l'eau de dilution, (par exemple, au moyen d'un agitateur ou par ultrasons). Des colonnes
de saturation (colonnes de solubilité) peuvent être utilisées pour amener la solution mère à la concentration
souhaitée. Le recours à des solvants ou dispersants (agents solubilisants) doit être évité dans toute la mesure du
possible; il peut toutefois s'avérer nécessaire d'utiliser ces produits pour obtenir une solution mère à la
concentration voulue. Les solvants qui conviennent sont, par exemple, l'acétone, l'éthanol, le méthanol, le
diméthylformamide et le triéthylèneglycol. Parmi les dispersants adéquats, citons le Cremophor RH40, le
Tween 80, la méthylcellulose à 0,01 pour cent et le HCO-40. Il convient d'être vigilant lorsqu'on utilise des
agents facilement biodégradables (par exemple, l'acétone) et/ou volatils, car ils peuvent entraîner une
prolifération bactérienne dans les essais dynamiques. L'agent solubilisant, le cas échéant, ne doit pas exercer
d'effet significatif sur la survie, ni nuire de façon visible aux premiers stades de la vie, d'après l'observation d'un
témoin ne comportant que le solvant. Cependant, l'usage de ces substances doit être évité dans toute la mesure
du possible.

S'agissant des essais semi-statiques, deux méthodes de renouvellement peuvent être adoptées : soit (i) les
nouvelles solutions d'essai sont préparées dans des récipients propres et l'on transvase avec précaution les œufs
et larves survivants dans les nouveaux récipients avec un petit volume de solution ancienne, en évitant de les
exposer à l'air, soit (ii) les organismes testés sont laissés dans leur récipient d'essai pendant qu'on renouvelle au
moins les trois-quarts de leur eau. La fréquence de renouvellement du milieu dépend de la stabilité de la
substance d'essai, mais un renouvellement quotidien de l'eau est recommandé. Si les tests préliminaires de
stabilité (voir paragraphe 1.4) révèlent que la concentration de la substance n'est pas stable (sort de l'intervalle
de 80 à 120 % de la concentration nominale ou tombe en dessous de 80 % de la concentration mesurée
initialement) au cours de la période de renouvellement, il faudrait envisager de pratiquer un essai dynamique.
Quoi qu'il en soit, il convient d'éviter de stresser les larves durant le renouvellement de l'eau.

Les essais dynamiques nécessitent un système qui délivre et dilue en continu la solution mère de la substance
d'essai (par exemple, une pompe doseuse, un dilueur proportionnel, un système de saturation), pour distribuer
une série de concentrations vers les enceintes d'essai. Les débits des solutions mères et de l'eau de dilution
doivent être contrôlés à intervalles quotidiens de préférence, et ne devraient pas varier de plus de 10 pour cent
tout au long de l'essai. Un débit équivalent à au moins cinq volumes d'enceintes expérimentales par 24 heures
s'est avéré adéquat (2).

1.7 MODE OPERATOIRE

Des informations utiles concernant la marche à suivre pour les essais de toxicité sur les embryons de poisson et
les alevins se trouvent dans les publications; la bibliographie de ce texte en donne quelques références
(7)( 8)( 9).

1.7.1 Conditions d'exposition

1.7.1.1 Durée

L'essai devrait débuter de préférence dans les 30 minutes qui suivent la fécondation des œufs. Les embryons
sont immergés dans la solution d'essai avant, ou aussitôt que possible après, le commencement de la phase de
segmentation du blastodisque, et, dans tous les cas, avant le début du stade de la gastrula. Quand les œufs
proviennent d'un fournisseur commercial, il n'est pas toujours possible de débuter l'essai juste après la
fécondation. Comme la sensibilité de l'essai peut être fortement influencée par un retard dans son lancement,
l'essai devrait débuter dans les 8 heures qui suivent la fécondation. Les larves n'étant pas nourries durant la
période d'exposition, l'essai doit s'achever juste avant que le sac vitellin d'une quelconque larve d'une
quelconque enceinte expérimentale soit complètement absorbé ou avant que les témoins ne meurent d'inanition.
La durée de l'essai dépend de l'espèce utilisée. Certaines durées sont recommandées aux annexes 2 et 3.



1.7.1.2 Charge

Le nombre d'œufs fécondés au début de l'essai doit être suffisant pour répondre aux critères statistiques. Il y a
lieu de les répartir au hasard entre les différents traitements et d'utiliser au moins 30 œufs fécondés répartis en
nombre égal (ou aussi proche de l'égalité que possible, car il peut être difficile d'obtenir des lots identiques avec
certaines espèces) entre au moins trois enceintes d'essai identiques pour chaque concentration. Le taux de
charge (biomasse par volume de solution d'essai) doit être suffisamment bas pour qu'une concentration
d'oxygène dissous d'au moins 60 pour cent de la valeur de saturation en air puisse être maintenue sans aération.
Dans le cas des essais dynamiques, un taux de charge n'excédant pas 0,5 g/ l par 24 heures et ne dépassant pas 5
g/l de solution, à tout moment, a été recommandé (2).

1.7.1.3 Lumière et température

La photopériode et la température de l'eau d'essai doivent être adaptées à l'espèce testée (voir annexes 2 et 3).
En vue de surveiller la température, il peut être approprié d'utiliser un récipient d'essai supplémentaire.

1.7.2 Concentrations d'essai

On doit normalement utiliser cinq concentrations de la substance d'essai espacées par un facteur constant ne
dépassant pas 3,2. La courbe de la CL50 en fonction de la période d'exposition, obtenue au cours de l'étude de
toxicité aiguë, doit être prise en considération lors de la sélection de la plage des concentrations d'essai. Il peut
être judicieux, dans certaines circonstances, d'utiliser moins de cinq concentrations, par exemple, dans les essais
limites, et un intervalle plus faible entre les concentrations. L'utilisation de moins de cinq concentrations doit
être justifiée. Il n'est pas nécessaire de tester les concentrations supérieures à la CL50 après 96 heures ou
supérieures à 100 mg/l lorsque la CL50 est supérieure à cette concentration. Les substances ne devraient pas être
testées au-delà de leur limite de solubilité dans l'eau d'essai.

Lorsqu'un agent solubilisant est utilisé pour faciliter la préparation des solutions d'essai (voir paragraphe 1.6.6),
sa concentration finale dans les récipients d'essai ne doit pas dépasser 0,1 ml/l et doit être identique dans tous
les récipients d'essai.

1.7.3 Témoins

Un témoin contenant l'eau de dilution (en autant d'exemplaires que de besoin) et, le cas échéant, un témoin
contenant l'agent solubilisant (en autant d'exemplaires que de besoin) doivent être étudiés parallèlement aux
séries traitées avec la substance.

1.7.4 Fréquence des analyses quantitatives et des mesures

Au cours de l'essai, les concentrations de la substance à tester sont déterminées à intervalles réguliers.

Dans les essais semi-statiques où la concentration de la substance d'essai est censée rester comprise dans un
intervalle de ± 20 pour cent autour de la concentration nominale (dans une plage de 80 à 120 %, voir
paragraphes 1.4 et 1.6.6), il est recommandé, au minimum, d'analyser la concentration la plus basse et la plus
élevée, dès leur préparation et juste avant le renouvellement du milieu, à au moins trois occasions régulièrement
espacées au cours de l'essai (les analyses devraient être pratiquées sur des échantillons prélevés dans la même
solution, dès leur préparation et au moment du renouvellement).

Pour les essais dans lesquels la concentration de la substance d'essai n'est pas censée rester comprise dans un
intervalle de ± 20 pour cent autour de la concentration nominale (d'après les résultats concernant la stabilité de
la substance), il est nécessaire d'analyser toutes les concentrations, dès leur préparation et au moment du
renouvellement, mais selon le même régime, c'est-à-dire à au moins trois occasions, régulièrement espacées au
cours de l'essai. La détermination des concentrations de la substance d'essai avant le renouvellement ne doit être
réalisée que sur un seul récipient par concentration. Les déterminations ne devraient pas être espacées de plus
de sept jours. On préconise de baser les résultats sur les concentrations mesurées. Toutefois, si les données
disponibles montrent que la concentration de la substance d'essai dans la solution s'est maintenue correctement
dans un intervalle de ± 20 pour cent autour de la concentration nominale ou mesurée au départ, tout au long de
l'essai, les résultats peuvent s'appuyer sur la concentration nominale ou les valeurs mesurées au départ.



Dans le cas des essais dynamiques, il convient d'appliquer un régime de prélèvement des échantillons similaire
à celui décrit pour les essais semi-statiques (mais le dosage des solutions juste avant leur renouvellement ne
s'applique pas ici). Néanmoins, si l'essai dure plus de sept jours, il peut être souhaitable d'augmenter le nombre
de prélèvements au cours de la première semaine (par exemple, trois séries de mesures), afin de s'assurer que les
concentrations d'essai restent stables.

Il peut dans certains cas s'avérer nécessaire de filtrer (par ex. à l'aide d'un filtre à pores de 0,45 µm de diamètre)
ou de centrifuger les échantillons. Toutefois, comme la centrifugation ou la filtration ne permettent pas toujours
de séparer la fraction non biodisponible de la substance d'essai de sa fraction biodisponible, il peut être inutile
de soumettre les échantillons à ces traitements.

Pendant l'essai, l'oxygène dissous, le pH et la température doivent être mesurés dans tous les récipients d'essai.
La dureté totale et la salinité, le cas échéant, doivent être déterminées dans les témoins et dans un des récipients
contenant la concentration la plus élevée. L'oxygène dissous et la salinité, le cas échéant, doivent être mesurés
au moins trois fois : au début, au milieu et à la fin de l'essai. Dans les essais semi-statiques, il est recommandé
de mesurer l'oxygène dissous plus fréquemment, de préférence avant et après chaque renouvellement de l'eau ou
au moins une fois par semaine. Le pH devrait être mesuré au début et à la fin de chaque période de
renouvellement de l'eau dans les essais semi-statiques et au moins une fois par semaine dans les essais
dynamiques. Il faudrait déterminer la dureté une fois dans chaque essai. La température devrait être mesurée
quotidiennement et, de préférence, surveillée en continu dans au moins un récipient d'essai.

1.7.5 Observations

1.7.5.1 Stade de développement embryonnaire

Le stade embryonnaire (stade de la gastrula) au début de l'exposition à la substance d'essai doit être vérifié aussi
précisément que possible. Cela peut se faire sur un échantillon représentatif d'œufs bien conservés et rendus
translucides. Des descriptions et des illustrations des stades embryonnaires peuvent être consultées dans les
publications (2)( 5)( 10)( 11).

1.7.5.2 Éclosion et survie

Il faut observer et dénombrer les éclosions et les survivants au moins une fois par jour. Il peut être souhaitable
d'effectuer des observations plus fréquentes au début de l'essai (par exemple, toutes les 30 minutes au cours des
trois premières heures), puisque dans certains cas, les temps de survie peuvent être plus significatifs que le seul
nombre de morts (notamment en cas d'effets toxiques aigus). Les larves et embryons morts doivent être retirés
dès qu'ils sont repérés, car ils peuvent se décomposer rapidement. Il convient d'être extrêmement attentif
lorsqu'on retire les individus morts à ne pas heurter ou léser physiquement les œufs et les larves adjacents, qui
sont très délicats et sensibles. Les critères indiquant la mort varient en fonction du stade de développement :

— pour les œufs: en particulier au début de leur cycle, une diminution marquée de la transparence et un
changement de coloration, dus à la coagulation et/ ou à la précipitation de protéines et conduisant à un
aspect blanc opaque.

— pour les embryons : absence de mouvement corporel et/ ou absence de battement du cœur et/ou
décoloration opaque chez les espèces dont les embryons sont normalement transparents ;

— pour les larves : immobilité et/ou absence de mouvement respiratoire et/ou absence de battement du
cœur et/ou coloration blanche opaque du système nerveux central et/ou absence de réaction aux stimuli
mécaniques.



1.7.5.3 Aspect anormal

On doit noter le nombre de larves présentant une anomalie corporelle et/ou de la pigmentation, ainsi que le stade
de résorption du sac vitellin, à des intervalles de temps adéquats, en fonction de la durée de l'essai et de la
nature de l'anomalie décrite. Il faut savoir que des larves et embryons anormaux surviennent de façon naturelle
et que leur proportion peut atteindre quelques pour cent chez le(s) témoin(s) de certaines espèces. Les animaux
anormaux ne doivent être retirés des récipients d'essai qu'à leur mort.

1.7.5.4 Comportement anormal

Des anomalies telles qu'une hyperventilation, une nage mal coordonnée et une immobilité atypique doivent être
notées à des intervalles de temps qui dépendent de la durée de l'essai. Ces effets, bien que difficiles à quantifier,
peuvent le cas échéant contribuer à l'interprétation des données de mortalité, en fournissant des informations sur
le mode d'action toxique de la substance.

1.7.5.5 Longueur

À la fin de l'essai, il est recommandé de mesurer la longueur de chaque individu en utilisant la longueur
standard, la longueur à la fourche ou la longueur totale. Cependant, si l'on constate une putréfaction de la
nageoire caudale ou une usure des nageoires, on doit employer la longueur standard. Habituellement, dans un
essai correctement exécuté, le coefficient de variation de la longueur entre les différents récipients des témoins
doit être < 20 %.

1.7.5.6 Poids

À la fin de l'essai, chaque individu peut être pesé ; le poids sec (24 heures à 60° C) est préférable au poids frais
(poissons essuyés). Généralement, dans un essai correctement exécuté, le coefficient de variation du poids entre
les différents récipients des témoins doit être < 20 %.

Ces observations permettront de livrer une partie ou la totalité desdonnées suivantes à l'analyse statistique :

— mortalité cumulée ;

— nombre de larves saines à la fin de l'essai ;

— moment du commencement de l'éclosion et de la fin de celle-ci (90 % d'œufs éclos dans chaque
enceinte de concentration identique) ;

— nombre de larves écloses chaque jour ;

— longueur (et poids) des animaux survivants à la fin de l'essai ;

— nombre de larves déformées ou d'aspect anormal;

— nombre de larves présentant un comportement anormal.



2. RÉSULTATS ET RAPPORT

2.1 TRAITEMENT DES RESULTATS

Il est recommandé qu'un statisticien participe à la fois à la conception et à l'analyse de l'essai, puisque cette
méthode autorise des variations considérables dans la procédure expérimentale, par exemple en ce qui concerne
le nombre d'enceintes expérimentales, le nombre de concentrations d'essai, le nombre initial d'œufs fécondés et
les paramètres mesurés. Compte tenu des choix possibles dans la conception de l'essai, on ne donnera pas ici
d'orientations précises sur les méthodes statistiques.

Si la CMEO et la CSEO doivent être estimées, il sera nécessaire d'analyser les variations au sein de chaque
série d'enceintes de concentration identique par l'analyse de la variance ou les méthodes avec tableau de
contingence. La méthode de Dunnett peut être utile pour procéder à des comparaisons multiples entre les
résultats obtenus à chaque concentration et ceux des témoins (12) (13). Il existe d'autres exemples pertinents
(14)( 15). La grandeur de l'effet détectable par l'analyse de la variance ou par d'autres méthodes (c'est-à-dire la
puissance de l'essai) devrait être calculée et mentionnée dans le rapport. Il faut savoir que les observations
énumérées au paragraphe 1.7.5.6 ne se prêtent pas toutes au traitement statistique par l'analyse de la variance. A
titre d'exemple, la mortalité cumulée et le nombre de larves saines à la fin de l'essai pourraient être analysés à
l'aide de méthodes des probits.

S'il y a lieu d'estimer la CL et la CEx, une courbe adéquate, telle que la courbe logistique, doit être ajustée aux
résultats étudiés par une méthode statistique telle que la méthode des moindres carrés ou des moindres carrés
non linéaires. La ou les courbe(s) doivent être paramétrées de façon que la CL et la CEx recherchées et leur
écart-type puissent être estimés directement. Cela facilitera beaucoup le calcul des limites de confiance autour
de la CL et de la CEx. A moins d'avoir de bonnes raisons de préférer d'autres niveaux de confiance, des limites
de confiance de 95 % de part et d'autre devraient être choisies. La procédure d'ajustement devrait, de préférence,
permettre d'évaluer la signification du manque d'ajustement. Des méthodes graphiques d'ajustement des courbes
peuvent être utilisées. Toutes les observations énumérées au paragraphe 1.7.5.6 se prêtent à l'analyse de
régression.

2.2 INTERPRÉTATION DES RÉSULTATS

Les résultats doivent être interprétés avec prudence, lorsque les concentrations mesurées des produits toxiques
dans les solutions d'essai sont proches des limites de détection de la méthode d'analyse. L'interprétation des
résultats concernant les concentrations supérieures à la solubilité de la substance dans l'eau doit aussi se faire
avec prudence.

2.3 RAPPORT D'ESSAI

Le rapport d'essai doit contenir les informations suivantes :

2.3.1 Substance d'essai :

— état physique et propriétés physico-chimiques pertinentes;

— données relatives à l'identification chimique, notamment la pureté et la méthode d'analyse quantitative de
la substance d'essai, s'il y a lieu.

2.3.2 Espèce d'expérience :

— nom scientifique, variété, nombre de poissons parents (c'est-à-dire nombre de femelles utilisées pour
fournir le nombre d'œufs requis par l'essai), source et méthode de collecte des œufs fécondés et
manipulations ultérieures.



2.3.3 Conditions d'essai :

— méthode utilisée (par exemple, semi-statique ou dynamique, temps écoulé entre la fécondation et le début
de l'essai, charge, etc.) ;

— photopériode(s);

— conception de l'essai (par exemple, nombre d'enceintes expérimentales et d'exemplaires de même
concentration, nombre d'embryons par exemplaire) ;

— méthode de préparation des solutions mères et fréquence de renouvellement (l'agent solubilisant et sa
concentration doivent être spécifiés, le cas échéant) ;

— concentrations nominales de l'essai, valeurs mesurées dans les récipients d'essai, moyennes et écarts-
types de celles-ci, et méthode de détermination; si la substance d'essai est soluble dans l'eau à des
concentrations inférieures à celles qui ont été testées, il faut démontrer que les mesures se réfèrent aux
concentrations de la substance d'essai dans la phase dissoute ;

— caractéristiques de l'eau de dilution : pH, dureté, température, concentration d'oxygène dissous, teneur en
chlore résiduel (si elle a été mesurée), carbone organique total, solides en suspension, salinité du milieu
d'essai (si elle a été mesurée) et toute autre mesure effectuée;

— qualité de l'eau dans les récipients d'essai, pH, dureté, température et concentration d'oxygène dissous.

2.3.4 Résultats :

— résultats des éventuelles études préliminaires sur la stabilité de la substance d'essai ;

— données montrant que les témoins répondent à la norme générale d'acceptabilité relative à la survie de
l'espèce (annexes 2 et 3) ;

— résultats concernant la mortalité et la survie aux stades de l'embryon et de la larve et taux de mortalité et
de survie globaux;

— délais d'éclosion et nombre d'œufs éclos ;

— longueur (et poids) ;

— description et fréquence des anomalies morphologiques, le cas échéant ;

— description et fréquence des effets sur le comportement, le cas échéant ;

— analyse statistique et traitement des données ;

— pour les essais soumis à l'analyse de la variance, la concentration minimale avec effet observé (CMEO) à
p = 0,05, et la concentration sans effet observé (CSEO) pour chaque réponse évaluée, ainsi qu'une
description des méthodes statistiques utilisées et une indication de la grandeur de l'effet qui peut être
détecté;

— pour les essais analysés à l'aide de techniques de régression, la CL et la CEx et leurs intervalles de
confiance, et un graphique du modèle ajusté utilisé pour les calculer ;

— justification de tout écart par rapport à la présente méthode d'essai.
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TABLEAU 1A : ESPÈCES DE POISSONS RECOMMANDÉES POUR L'ESSAI

EAU DOUCE

Oncorhynchus mykiss

Truite arc-en-ciel (9)(16)

Danio rerio

Danio (7)(17)(18)

Cyprinus carpio

Carpe commune (8)(19)

Oryzias latipes

Medaka (20)(21)

Pimephales promelas

Tête-de-boule (8)(22)

TABLEAU 1B: EXEMPLES D'AUTRES ESPÈCES ÉGALEMENT UTILISÉES ET SUR
LESQUELLES ON POSSÈDE UNE BONNE DOCUMENTATION

EAU DOUCE EAU SALÉE

Carassius auratus

Cyprin doré (8)

Menidia peninsulae

Capucette nord-américaine
(23)(24)(25)

Lepomis macrochirus

Crapet arlequin (8)

Clupea harengus

Hareng (24)(25)

Gadus morhua

Morue (24)(25)

Cyprinodon variegatus

Fondule tête de mouton (23)(24)(25)



ANNEXE 1

ORIENTATIONS POUR LA RÉALISATION D'UN ESSAI DE TOXICITÉ SUR LES EMBRYONS ET
LES ALEVINS DU DANIO (Brachydanio rerio)

INTRODUCTION

Le danio est originaire de la côte de Coromandel, en Inde, où il peuple les rivières à courant rapide. C'est une
espèce courante en aquarium, appartenant à la famille des carpes. Des informations sur les méthodes d'élevage
et les soins à lui apporter se trouvent dans des manuels de référence sur les poissons tropicaux. Sa biologie et
son utilisation dans la recherche liée à la pêche ont été passées en revue par Laale (1).

Ce poisson dépasse rarement 45 mm de longueur. Son corps cylindrique arbore 7 à 9 rayures horizontales bleu
foncé et argentées. Ces rayures se prolongent dans les nageoires caudales et anales. Son dos est vert olive. Les
mâles sont plus minces que les femelles. Les femelles sont plus argentées et leur abdomen est distendu, en
particulier avant le frai.

Les poissons adultes sont capables de supporter de grandes fluctuations de température, de pH et de dureté.
Toutefois, afin de disposer de poissons sains qui produisent des œufs de bonne qualité, il faut leur fournir des
conditions optimales.

Pendant la parade nuptiale, le mâle poursuit la femelle et lui donne des coups de tête; les œufs sont fécondés dès
qu'ils sont expulsés. Les œufs, qui sont transparents et non adhérents, tombent au fond où ils peuvent être
mangés par les parents. Le frai est influencé par la lumière. Si la lumière du matin est suffisante, le poisson
fraie habituellement au cours des premières heures qui suivent le lever du soleil.

Une femelle peut produire des pontes de plusieurs centaines d'œufs à des intervalles d'une semaine.

ÉTAT DES POISSONS PARENTS, REPRODUCTION ET PREMIERS STADES DE LA VIE

Un nombre adéquat de poissons sains est sélectionné et gardé dans une eau appropriée (voir à l'annexe 4, par
exemple) pendant au moins deux semaines avant le frai prévu. Le groupe de poissons devrait s'être reproduit au
moins une fois avant d'engendrer la série d'œufs utilisés dans l'essai. La densité des poissons durant cette
période ne devrait pas excéder 1 gramme de poissons par litre. La densité pourra être plus élevée si l'eau est
renouvelée régulièrement ou si on a recours à des systèmes de purification. La température des aquariums
devrait être maintenue à 25 C ± 2 °C. Les poissons devraient recevoir un régime alimentaire varié, qui pourrait
se composer, par exemple, d'aliments déshydratés appropriés trouvés dans le commerce, d'Artemia vivants
récemment éclos, de chironomidés, de Daphnia et de vers blancs de la famille des enchytréidés.

Deux méthodes ayant permis d'obtenir un lot suffisant d'œufs fécondés sains, en vue de l'essai, sont résumées
ci- dessous :

i. Huit femelles et seize mâles sont placés dans un aquarium contenant 50 litres d'eau de dilution, protégé
de la lumière directe. On évitera le plus possible de les perturber pendant au moins 48 heures. Un support
de frai est disposé au fond de l'aquarium, pendant l'après-midi du jour qui précède le début de l'essai. Le
support de frai se compose d'un cadre (en plexiglas ou dans un autre matériau adapté) de 5 à 7 cm de
haut, muni d'un filet à grosses mailles (2- 5 mm) à son sommet et d'un filet à mailles fines (10- 30 µm) à
sa base. Plusieurs "arbres à frai", consistant en une corde de nylon non torsadée, sont attachés au filet à
grosses mailles du support. Après que les poissons ont été laissés dans l'obscurité pendant 12 heures, on
allume une faible lumière qui va déclencher le frai. Deux à quatre heures après le frai, le support de frai
est retiré et les œufs sont récupérés. Le support de frai empêchera les poissons de manger les œufs et
facilitera en même temps la collecte des œufs. Le groupe de poissons devra avoir frayé au moins une fois
avant le frai qui donnera les œufs destinés à l'essai.



ii. Cinq à dix poissons mâles et femelles sont gardés dans des aquariums individuels pendant au moins deux
semaines avant le frai prévu. Après cinq à dix jours, les abdomens des femelles seront distendus et leurs
papilles génitales apparaîtront visiblement. Les poissons mâles n'ont pas de papilles. Le frai se déroule
dans des cuves équipées d'un faux fond en filet (voir ci- dessus). La cuve est remplie d'eau de dilution
jusqu'à une hauteur de 5 à 10 cm au-dessus du filet. Une femelle et deux mâles sont placés dans la cuve
un jour avant le frai prévu. La température de l'eau est portée progressivement à un degré au-dessus de la
température d'acclimatation. On éteint la lumière et on évite autant que possible toute perturbation aux
poissons. Au matin, une faible lumière est allumée, qui déclenchera le frai. Après deux à quatre heures,
les poissons sont enlevés et les œufs récoltés. Si le nombre d'œufs nécessaire dépasse la capacité de
production d'une femelle, un nombre suffisant de cuves de frai peut être disposé en parallèle. En notant la
capacité de reproduction de chaque femelle avant l'essai (taille de la ponte et qualité des œufs), on peut
sélectionner les femelles qui possèdent la capacité de reproduction la plus avantageuse pour l'essai.

Les œufs doivent être transférés vers les récipients d'essai dans des tubes en verre (diamètre intérieur supérieur
ou égal à 4 mm) dotés d'une poire aspirante souple. La quantité d'eau accompagnant les œufs lors de leur
transfert devrait être aussi faible que possible. Les œufs sont plus denses que l'eau et tombent hors du tube. Il
faut veiller à ce que les œufs (et les larves) n'entrent pas en contact avec l'air. On procédera à un examen
microscopique d'un ou plusieurs échantillon(s) de ponte(s), pour vérifier s'il n'y a pas d'anomalies aux premiers
stades de développement. La désinfection des œufs n'est pas autorisée.

Le taux de mortalité des œufs est le plus élevé dans les 24 heures qui suivent la fécondation. On observe
souvent une mortalité de 5 à 40 pour cent durant cette période. Les œufs dégénèrent parce que la fécondation a
échoué ou que le développement ne se déroule pas normalement. La qualité des œufs d'une ponte semble
dépendre de la femelle, certaines femelles produisant systématiquement des œufs de bonne qualité, tandis que
d'autres n'y arrivent jamais. La vitesse de développement et d'éclosion varie aussi d'une ponte à l'autre. Les œufs
dont la fécondation s'est bien déroulée et les alevins présentent un taux de survie élevé, normalement supérieur à
90 pour cent. A 25° C, les œufs éclosent 3 à 5 jours après la fécondation et le sac vitellin est absorbé environ
13 jours après la fécondation.

Le développement embryonnaire a été bien caractérisé par Hisaoka et Battle (2). Grâce à la transparence des
œufs et des larves écloses, il est possible de suivre le développement des poissons et d'observer la présence de
malformations. Environ quatre heures après le frai, les œufs fécondés peuvent être distingués des œufs non
fécondés (3). Les œufs et les larves sont placés dans des récipients d'essai de petit volume puis examinés au
microscope .

Les conditions d'essai qui s'appliquent aux premiers stades de la vie sont énumérées à l'annexe 2. Les valeurs
optimales pour le pH et la dureté de l'eau de dilution sont respectivement de 7,8 et de 250 mg de CaCO3/l.

CALCULS ET STATISTIQUES

Une démarche en deux étapes est proposée. Tout d'abord, on procède à l'analyse statistique des données
concernant la mortalité, les anomalies du développement et le moment de l'éclosion. Ensuite, on évalue
statistiquement la longueur corporelle des poissons pour les concentrations auxquelles aucun effet nuisible n'a
été détecté sur l'ensemble de ces trois premiers paramètres. Cette démarche est souhaitable étant donné que le
produit toxique peut sélectivement tuer les plus petits poissons, retarder l'éclosion et induire des malformations
évidentes, et par conséquent fausser les mesures de la longueur. En outre, il y aura à peu près le même nombre
de poissons à mesurer par traitement, ce qui garantira la validité de l'analyse statistique de l'essai.



DÉTERMINATIONS DE LA CL 50 ET DE LA CE 50

Le pourcentage d'œufs et de larves survivants est calculé et corrigé en fonction de la mortalité chez les témoins
à l'aide de la formule d'Abbott (4):
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−
−=

où :
P = pourcentage de survivants corrigé

P′ = pourcentage de survivants observé dans la concentration d'essai
C = pourcentage de survivants chez les témoins

Si possible, la CL50 devra être déterminée par une méthode appropriée à la fin de l'essai.

Si l'on souhaite intégrer les données relatives aux malformations morphologiques dans le traitement statistique
de la CE50, on trouvera des indications à ce sujet dans l'article de Stephan (5).

ESTIMATION DE LA CMEO ET DE LA CSEO

L'essai de toxicité aux stades de l'embryon et de l'alevin vise notamment à comparer les expériences menées à
des concentrations non nulles avec les témoins, afin de déterminer la CMEO. Il y a donc lieu d'appliquer les
méthodes de comparaisons multiples (6)(7)(8)(9)(10).
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ANNEXE 2

CONDITIONS ET DURÉE DE L'ESSAI, ET CRITÈRES DE SURVIE POUR LES ESPÈCES RECOMMANDÉES

DURÉE DES STADES
(jours)

SURVIE DES TÉMOINS
(% MINIMUM )

ESPÈCE TEMPÉRATURE
(0C)

SALINITÉ

(0/00)

PHOTO-
PÉRIODE

(h)

Embryon Alevin

DURÉE HABITUELLE
DE L'ESSAI

Taux de
réussite de
l'éclosion

Après
éclosion

EAU DOUCE

Brachydanio rerio

Danio

25 ± 1 – 12 – 16 3 – 5 8 – 10
Dès que possible après la
fécondation (début du stade
gastrula) jusqu'à 5 jours
après l'éclosion (8-10 jours)

80 90

Oncorhynchus mykiss

Truite arc-en-ciel

10 ± 1(1)

12 ± 1(2)

– 0 (a) 30 – 35 25 – 30
Dès que possible après la
fécondation (début du stade
gastrula) jusqu'à 20 jours
après l'éclosion (50-55 jours)

66 70

Cyprinus carpio

Carpe commune

21 – 25 – 12 – 16 5 > 4
Dès que possible après la
fécondation (début du stade
gastrula) jusqu'à 4 jours
après l'éclosion (8-9 jours)

80 75

Oryzias latipes

Medaka

24 ± 1(1)

23 ± 1(2)
– 12 – 16 8 – 11 4 – 8

Dès que possible après la
fécondation (début du stade
gastrula) jusqu'à 5 jours
après l'éclosion (13-16 jours)

80 80

Pimephales promelas

Tête-de-boule

25 ± 2 – 16 4 – 5 5
Dès que possible après la
fécondation (début du stade
gastrula) jusqu'à 4 jours
après l'éclosion (8-9 jours)

60 70

(1)Pour les embryons (2)Pour les larves
(a) Obscurité pour les embryons et les larves jusqu'à une semaine après l'éclosion, sauf pendant qu'on les examine. Une lumière tamisée est ensuite appliquée jusqu'à la fin de l'essai.



ANNEXE 3

CONDITIONS DE L'ESSAI, DURÉE ET CRITÈRES DE SURVIE POUR D'AUTRES ESPÈCES SUR LESQUELLES ON POSSÈDE UNE BONNE DOCUMENTATION

DURÉE DES STADES
(jours)

SURVIE DES TÉMOINS (%
MINIMUM)ESPÈCE

TEMPÉRA-
TURE (oC)

SALINITÉ
(0/00)

PHOTO-
PÉRIODE

(h)

Embryon Alevin

DURÉE HABITUELLE DE L'ESSAI SUR
L'EMBRYON ET L'ALEVIN

Taux de
réussite de
l'éclosion

ΑΑΑΑprès
éclosion

EAU DOUCE

Carassius auratus

Cyprin doré

24 ± 1 – – 3 – 4 > 4
Dès que possible après la fécondation (début du
stade gastrula) jusqu'à 4 jours après l'éclosion (7
jours)

– 80

Leopomis macrochirus

Crapet arlequin

21 ± 1 – 16 3 > 4
Dès que possible après la fécondation (début du
stade gastrula) jusqu'à 4 jours après l'éclosion (7
jours)

– 75

EAU SALÉE

Menidia peninsulae

Capucette nord-
américaine

22 – 25 15 – 22 12 1.5 10
Dès que possible après la fécondation (début du
stade gastrula) jusqu'à 5 jours après l'éclosion (6-7
jours)

80 60

Clupea harengus

Hareng

10 ± 1 8 – 15 12 20 – 25 3 – 5
Dès que possible après la fécondation (début du
stade gastrula) jusqu'à 3 jours après l'éclosion (23-
27 jours)

60 80

Gadus morhua

Morue

5 ± 1 5 – 30 12 14 – 16 3 – 5
Dès que possible après la fécondation (début du
stade gastrula) jusqu'à 3 jours après l'éclosion (18
jours)

60 80

Cyprinodon
variegatus
Fondule tête de
mouton

25 ± 1 15 – 30 12 – –
Dès que possible après la fécondation (début du
stade gastrula) jusqu'à 4/7 jours après l'éclosion
(28 jours)

> 75 80
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ANNEXE 4

QUELQUES CARACTERISTIQUES CHIMIQUES D'UNE EAU DE DILUTION ACCEPTABLE

SUBSTANCE CONCENTRATIONS

Matières particulaires < 20 mg/l

Carbone organique total < 2 mg/l

Amoniac non ionisé < 1µg/l

Chlore résiduel < 10µg/l

Pesticides organophosphorés totaux < 50 ng/l

Pesticides organochlorés totaux et biphényles polychlorés < 50 ng/l

Chlore organique total < 25 ng/l



C.16. ABEILLE DOMESTIQUE, ESSAI DE TOXICITÉ AIGUË PAR VOIE ORALE

1. METHODE

La méthode décrite pour cet essai de toxicité aiguë reprend la ligne directrice n° 213 de l'OCDE (1998).

1.1 INTRODUCTION

Le présent essai de toxicité est une méthode d'essai en laboratoire destinée à évaluer la toxicité aiguë par voie
orale des pesticides et d'autres produits chimiques pour des abeilles domestiques ouvrières adultes. Lorsqu'on
apprécie et évalue les caractéristiques toxiques d'une substance, il peut être nécessaire de déterminer sa toxicité
aiguë par voie orale pour les abeilles domestiques, par exemple lorsque des abeilles risquent d'être exposées à
cette substance. L'essai de toxicité aiguë par voie orale vise à déterminer la toxicité intrinsèque des pesticides et
d'autres produits chimiques pour les abeilles. Les résultats de cet essai devraient être mis à profit pour établir la
nécessité d'une évaluation plus poussée. Cette méthode peut être utilisée, en particulier, dans des programmes
séquentiels destinés à évaluer les risques des pesticides pour les abeilles, selon la progression suivante : essais
de toxicité en laboratoire, essais en conditions semi-naturelles et essais sur le terrain (1). Les pesticides peuvent
être testés en tant que substances actives ou en tant que préparations chimiques. Un étalon de toxicité doit être
utilisé pour vérifier la sensibilité des abeilles et la précision du protocole d'essai.

1.2 DÉFINITIONS

Toxicité aiguë par voie orale : effets nocifs se produisant dans un délai maximal de 96 heures après
l'administration d'une dose unique de la substance d'essai par voie orale.

Dose: quantité de substance d'essai consommée. La dose est exprimée en masse (µg) de substance d'essai par
animal testé (µg/ abeille). La dose réellement consommée par chaque abeille ne peut être calculée, étantdonné
que les abeilles sontnourries collectivement, mais il est possible d'estimer une dose moyenne (quantité totale de
substance d'essai consommée/ nombre d'abeilles testées par cage).

DL 50 (dose létale 50%) orale: dose unique d'une substance, obtenue par calcul statistique, susceptible
d'entraîner la mort de 50 pour cent des animaux lorsqu'elle est administrée par voie orale. La DL50 s'exprime en
µg de substance d'essai par abeille. Pour les pesticides, la substance d'essai peut être une substance active ou
une préparation chimique contenant une ou plusieurs substances actives.

Mortalité : un animal est noté comme mort lorsqu'il est complètement immobile.

1.3 PRINCIPE DE LA MÉTHODE

Des abeilles domestiques ouvrières adultes (Apis mellifera) sont exposées à une gamme de doses de la
substance d'essai dispersée dans une solution de saccharose. Elles reçoivent ensuite la même alimentation, mais
sans la substance d'essai. La mortalité est notée quotidiennement durant au moins 48 heures et comparée aux
valeurs des témoins. Si le taux de mortalité augmente entre 24 heures et 48 heures, tandis que la mortalité des
témoins demeure à un niveau acceptable, c'est-à-dire <10 %, il convient d'allonger la durée de l'essai jusqu'à
96 heures au maximum. On analyse les résultats afin de calculer la DL50 à 24 heures et à 48 heures et, si l'étude
est prolongée, à 72 heures et à 96 heures.

1.4 VALIDITÉ DE L'ESSAI

La validité de l'essai repose sur les conditions suivantes :

— le taux moyen de mortalité de l'ensemble des témoins ne doit pas dépasser 10 pour cent à la fin de l'essai;

— la DL50 de l'étalon de toxicité se trouve dans la gamme spécifiée.



1.5 DESCRIPTION DE LA MÉTHODE

1.5.1 Collecte des abeilles

Il convient d'utiliser de jeunes abeilles ouvrières adultes de la même race, autrement dit des abeilles du même
âge, nourries de la même façon, etc. Elles doivent provenir de colonies saines, correctement nourries,
dépourvues autant que possible d'individus malades, possédant une reine dans la ruche, et dont on connaît
l'histoire et l'état physiologique. Elles peuvent être collectées le matin du jour où elles seront utilisées ou la
veille au soir et gardées dans les conditions de l'essai jusqu'au jour suivant. Les abeilles récoltées sur des cadres
dépourvus de couvain conviennent. Il faut éviter de collecter les abeilles au début du printemps ou à la fin de
l'automne, parce qu'elles subissent un changement physiologique à ces époques. Si les essais doivent être
effectués au début du printemps ou à la fin de l'automne, on peut faire éclore les abeilles dans une étuve et elles
seront ensuite élevées pendant une semaine avec du pain d'abeille (pollen récolté sur les rayons) et une solution
de saccharose. Les abeilles traitées avec des substances chimiques, telles que des antibiotiques, des antivarroa,
etc. ne doivent pas être soumises à des essais de toxicité durant quatre semaines à partir de la fin du dernier
traitement.

1.5.2 Conditions d'encagement et d'alimentation

On utilise des cages faciles à nettoyer et bien ventilées. Tout matériau approprié peut être employé, par exemple
des cages en acier inoxydable, en toile métallique, en plastique, des cages jetables en bois, etc. Il est préférable
de répartir les abeilles en groupes de dix par cage. La dimension des cages d'essai doit être adaptée au nombre
d'abeilles, c'est-à-dire leur fournir un espace suffisant.
Les abeilles doivent être gardées à l'obscurité dans une salle d'expérience chauffée à une température de
25 ± 2° C. L'humidité relative, comprise normalement entre 50 et 70 pour cent, doit être enregistrée tout au long
de l'essai. Les manipulations et notamment le traitement et les observations peuvent s'effectuer à la lumière (du
jour). Les abeilles sontnourries avec une solution de saccharose dans l'eaudont la concentration finale s'élève à
500 g/ l (50 % en poids par unité de volume). Après que les doses d'essai ont été administrées, l'alimentation
doit être fourniead libitum. Le système d'alimentation doit permettre l'enregistrement de la prise de nourriture
dans chaque cage (voir paragraphe 1.6.3.1). Un tube de verre (de quelque 50 mm de long et 10 mm de large,
dont le diamètre de l'extrémité ouverte est rétréci à environ 2 mm) peut être utilisé.

1.5.3 Préparation des abeilles

Les abeilles récoltées sont réparties au hasard dans les cages d'essai qui, elles-mêmes, sont disposées au hasard
dans la salle d'expérience.

Les abeilles peuvent être privées denourriture pendant une durée maximale de 2 heures avant le début de l'essai.
On recommande de faire jeûner les abeilles avant le traitement pour que le niveau de remplissage de leur tube
digestif soit identique au début de l'essai. Les abeilles moribondes doivent être enlevées et remplacées par des
abeilles saines avant le début de l'essai.

1.5.4 Préparation des doses

Si la substance d'essai est miscible dans l'eau, elle peut être dispersée directement dans une solution de
saccharose à 50 pour cent. Pour les produits de qualité technique et les substances peu solubles dans l'eau, des
véhicules tels que des solvants organiques, des émulsifiants ou des dispersants peu toxiques pour les abeilles
peuvent être utilisés (par exemple de l'acétone, du diméthylformamide, du diméthylsulfoxyde). La concentration
du véhicule dépend de la solubilité de la substance d'essai et doit être identique pour toutes les concentrations
testées. Cependant, il convient généralement d'appliquer une concentration de 1 % pour le véhicule et de ne pas
la dépasser.

Des solutions témoins appropriées doivent être préparées; autrement dit, si un solvant ou un dispersant ont été
employés pour solubiliser la substance d'essai, deux groupes de témoins doivent être utilisés : une solution
aqueuse et une solution de saccharose renfermant le solvant ou le véhicule à la même concentration que dans les
solutions d'essai.



1.6 MODE OPÉRATOIRE

1.6.1 Groupes testés et groupes témoins

Le nombre de doses et de groupes d'essai testés par dose doit se prêter aux exigences statistiques de la
détermination de la DL50 , avec des limites de confiance de 95 %. L'essai demande normalement cinq doses
appartenant à une série géométrique dont le facteur n'excède pas 2,2 et qui englobe la DL50. Toutefois, le
facteur de dilution et le nombre de concentrations du traitement doivent être déterminés en fonction de la pente
de la courbe de toxicité (dose en fonction de la mortalité) et en tenant compte de la méthode statistique choisie
pour analyser les résultats. Un test de détermination de l'ordre de grandeur permet de choisir les concentrations
appropriées pour le dosage.

Il faut tester au moins trois groupes d'essai identiques, comportant chacun 10 abeilles, par concentration d'essai.
Pas moins de trois groupes témoins, comportant chacun 10 abeilles, devraient être testés parallèlement aux
groupes traités. Des séries de témoins devraient également être incluses pour les solvants ou les véhicules
utilisés (voir paragraphe 1.5.4).

1.6.2 Étalon de toxicité

Un étalon de toxicité doit être testé parallèlement aux groupes traités. Il faut sélectionner au moins trois doses
afin d'englober la valeur supposée de la DL50. Chaque dose doit être testée dans au moins trois cages contenant
chacune 10 abeilles. L'étalon de toxicité préféré est le diméthoate,dont la DL50par voie orale après 24 heures se
situe entre 0,10 et 0,35 µg de substance active/abeille (2). D'autres étalons de toxicité pourraient toutefois être
acceptables, s'il existe suffisamment dedonnées qui permettent de vérifier la relation dose-effet escomptée (par
exemple le parathion).

1.6.3 Exposition

1.6.3.1 Administration des doses

Il faut fournir à chaque groupe d'abeilles testé 100 à 200 µl d'une solution aqueuse de saccharose à 50 pour cent
contenant la substance d'essai à la concentration appropriée. Il est nécessaire d'administrer un volume plus
grand dans le cas des produits peu solubles, peu toxiques ou peu concentrés dans la préparation, étant donné
qu'il faut utiliser des proportions plus élevées dans la solution de saccharose. La quantité denourriture traitée
consommée par groupe doit être surveillée. Une fois vidé (généralement en 3 à 4 heures), le tube contenant la
solution alimentaire traitée doit être retiré de la cage et remplacé par un tube contenant une solution de
saccharose pure. Les solutions de saccharose sont ensuite fourniesad libitum. Pour certains composés, la
nourriture traitée avec des concentrations élevées peut être rejetée par les abeilles, si bien que la quantité de
nourriture consommée risque d'être faible ou nulle. Après 6 heures au maximum, la nourriture traitée non
consommée doit être remplacée par une solution de saccharose pure. La quantité denourriture traitée
consommée doit être évaluée (par exemple, en mesurant le volume ou le poids de la nourriture traitée restante).

1.6.3.2 Durée

L'essai dure 48 heures après que la solution d'essai a été remplacée par une solution de saccharose pure. Si la
mortalité continue de s'accroître de plus de 10 pour cent après les premières 24 heures, la durée de l'essai doit
être prolongée jusqu'à 96 heures au maximum, à condition que la mortalité des témoins n'excède pas 10 pour
cent.

1.6.4 Observations

La mortalité est relevée 4 heures après le début de l'essai et ensuite 24 heures et 48 heures après que la dose a
été administrée. Si une période d'observation prolongée est requise, d'autres évaluations devront être pratiquées
à des intervalles de 24 heures jusqu'à 96 heures au maximum, à condition que la mortalité des témoins ne
dépasse pas 10 pour cent.

La quantité de solution alimentaire consommée par groupe doit être estimée. La comparaison entre les taux de
consommation des solutions traitées et non traitées en l'espace de six heures peut donner une idée des qualités
organoleptiques de la nourriture traitée.

Tous les effets se traduisant par des anomalies du comportement pendant la période d'essai doivent être notés.



1.6.5 Essai limite

Dans certains cas (par exemple, lorsqu'on s'attend à ce qu'une substance d'essai soit peu toxique), un essai limite
peut être exécuté, avec 100 µg de substance active/abeille, afin de démontrer que la DL50 est supérieure à cette
valeur. Le même protocole doit être appliqué, et notamment les trois groupes d'essai identiques pour la dose
testée, les témoins nécessaires, l'évaluation de la quantité denourriture traitée consommée et l'utilisation d'un
étalon de toxicité. Si on constate une mortalité, il convient de mener une étude complète. Si on observe des
effets sublétaux (voir paragraphe 1.6.4), il faut les noter.

2 RÉSULTATS ET RAPPORT

2.1 RÉSULTATS

Les résultats doivent être récapitulés sous forme de tableaux, montrant pour chaque groupe traité avec la
substance d'essai, ainsi que pour les témoins et les groupes traités avec l'étalon de toxicité, le nombre d'abeilles
employé, la mortalité à chaque heure d'observation et le nombre d'abeilles présentant un comportement anormal.
Les données de mortalité seront analysées par les méthodes statistiques appropriées (par exemple, la méthode
des probits, la moyenne mobile, la probabilité binomiale) (3) (4). On trace les courbes dose-effet pour chaque
moment d'observation recommandé (24 h, 48 h, et, si nécessaire, 72 h, 96 h) et on calcule les pentes des courbes
et les doses létales 50% (DL50) avec des limites de confiance de 95 %. Les corrections relatives à la mortalité
des témoins doivent s'effectuer selon la méthode d'Abbott (4) (5). Lorsque la nourriture traitée n'est pas
complètement consommée, la dose de la substance d'essai consommée par groupe doit être déterminée. La DL50

doit être exprimée en µg de substance d'essai par abeille.

2.2 RAPPORT D'ESSAI

Le rapport d'essai doit contenir les informations suivantes :

2.2.1 Substance d'essai:

— état physique et propriétés physico-chimiques pertinentes (par exemple, stabilité dans l'eau, pression de
vapeur) ;

— données relatives à l'identification chimique, notamment la formule structurale, la pureté (dans le cas des
pesticides, l'identité et la concentration de la ou des substances actives).

2.2.2 Espèce d'expérience:

— nom scientifique, race, âge approximatif (en semaines), méthode et date de collecte ;

— informations sur les colonies dans lesquelles les abeilles ont été récoltées, en particulier l'état de santé,
toute maladie des adultes, les prétraitements éventuels, etc.

2.2.3 Conditions d'essai:

— température et humidité relative de la salle d'expérience ;

— conditions d'encagement, en particulier le type, la dimension et le matériau des cages ;

— méthodes de préparation des solutions mères et des solutions d'essai (le solvant et sa concentration
doivent être indiqués, le cas échéant) ;

— conception de l'essai, par exemple: nombre et niveau des concentrations d'essai appliquées, nombre de
témoins ; pour chaque concentration d'essai et témoin : nombre de cages et nombre d'abeilles par cage ;

— date de l'essai.



2.2.4 Résultats :

— résultats d'une étude préliminaire de détermination de l'ordre de grandeur, le cas échéant ;

— données brutes : mortalité à chaque dose testée et à chaque temps d'observation ;

— courbes dose- effet à la fin de l'essai ;

— valeurs de la DL50 avec des limites de confiance de 95 %, à chaque temps d'observation recommandé,
pour la substance d'essai et l'étalon de toxicité ;

— méthodes statistiques utilisées pour calculer la DL50 ;

— mortalité chez les témoins ;

— autres effets biologiques observés ou mesurés; par exemple, comportement anormal des abeilles (y
compris rejet de la dose d'essai), vitesse de consommation de la nourriture dans les groupes traités et non
traités ;

— tout écart par rapport au protocole décrit ici et toute autre information utile.
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C.17. ABEILLE DOMESTIQUE, ESSAI DE TOXICITÉ AIGUË PAR CONTACT

1 METHODE

La méthode décrite pour cet essai de toxicité aiguë reprend la ligne directrice n° 214 de l'OCDE (1998).

1.1 INTRODUCTION

Le présent essai de toxicité est une méthode d'essai en laboratoire destinée à évaluer la toxicité aiguë par contact
des pesticides et d'autres produits chimiques pour des abeilles domestiques ouvrières adultes.

Lorsqu'on apprécie et évalue les caractéristiques toxiques d'une substance, il peut être nécessaire de déterminer
sa toxicité aiguë par contact pour les abeilles domestiques, par exemple lorsque des abeilles risquent d'être
exposées à cette substance. L'essai de toxicité aiguë par contact vise à déterminer la toxicité intrinsèque des
pesticides et d'autres produits chimiques pour les abeilles. Les résultats de cet essai devraient être mis à profit
pour établir la nécessité d'une évaluation plus poussée. Cette méthode peut être utilisée, en particulier, dans des
programmes séquentiels destinés à évaluer les risques des pesticides pour les abeilles, selon la progression
suivante : essais de toxicité en laboratoire, essais en conditions semi-naturelles et essais sur le terrain (1). Les
pesticides peuvent être testés en tant que substances actives ou en tant que préparations chimiques.

Un étalon de toxicité doit être utilisé pour vérifier la sensibilité des abeilles et la précision du protocole d'essai.

1.2 DÉFINITIONS

Toxicité aiguë par contact: effets nocifs se produisant dans un délai maximal de 96 heures après l'application
locale d'une dose unique de la substance d'essai.

Dose : quantité de substance d'essai appliquée. La dose est exprimée en masse (µg) de substance d'essai par
animal testé (µg/ abeille).

DL 50 (dose létale 50 %) par contact: dose unique d'une substance, obtenue par calcul statistique, susceptible
d'entraîner la mort de 50 pour cent des animaux lorsqu'elle est administrée par contact. La DL50 est exprimée en
µg de substance d'essai par abeille. Pour les pesticides, la substance d'essai peut être une substance active ou une
préparation chimique contenant une ou plusieurs substances actives.

Mortalité : un animal est noté comme mort lorsqu'il est complètement immobile.

1.3 PRINCIPE DE LA MÉTHODE

Des abeilles domestiques ouvrières adultes sont exposées à une gamme de doses de la substance d'essai dissoute
dans un véhicule approprié, par application directe sur le thorax (aérosol). L'essai dure 48 heure. Si le taux de
mortalité augmente entre 24 heures et 48 heures, alors que la mortalité des témoins reste à un niveau acceptable,
c'est-à-dire < 10 %, il convient de prolonger l'essai jusqu'à 96 heures au maximum. La mortalité est notée tous
les jours et comparée avec les valeurs des témoins. On analyse les résultats afin de calculer la DL50 à 24 heures
et à 48 heures et, au cas où l'étude est prolongée, à 72 heures et à 96 heures.

1.4 VALIDITÉ DE L'ESSAI

La validité de l'essai repose sur les conditions suivantes :

— le taux moyen de mortalité de l'ensemble des témoins ne doit pas dépasser 10 % à la fin de l'essai;

— la DL50 de l'étalon de toxicité se trouve dans la gamme spécifiée.



1.5 DESCRIPTION DE LA MÉTHODE

1.5.1 Collecte des abeilles

Il convient d'utiliser de jeunes abeilles ouvrières adultes de la même race, autrement dit des abeilles du même
âge, nourries de la même façon, etc. Elles doivent provenir de colonies saines, correctement nourries,
dépourvues autant que possible d'individus malades, possédant une reine dans la ruche, et dont on connaît
l'histoire et l'état physiologique. Elles peuvent être collectées le matin du jour où elles seront utilisées ou la
veille au soir et gardées dans les conditions de l'essai jusqu'au jour suivant. Les abeilles récoltées sur des cadres
dépourvus de couvain conviennent. Il faut éviter de collecter les abeilles au début du printemps ou à la fin de
l'automne, parce qu'elles subissent un changement physiologique à ces époques. Si les essais doivent être
effectués au début du printemps ou à la fin de l'automne, on peut faire éclore les abeilles dans un incubateur et
elles seront ensuite élevées pendant une semaine avec du pain d'abeille (pollen récolté sur les rayons) et une
solution de saccharose. Les abeilles traitées avec des substances chimiques, telles que des antibiotiques, des
antivarroa, etc. ne doivent pas être soumises à des essais de toxicité durant quatre semaines à partir de la fin du
dernier traitement.

1.5.2 Conditions d'encagement et d'alimentation

On utilise des cages faciles à nettoyer et bien ventilées. Tout matériau approprié peut être employé, par exemple
des cages en acier inoxydable, en toile métallique, en plastique, des cages jetables en bois, etc. La dimension des
cages d'essai doit être adaptée au nombre d'abeilles, c'est à dire leur fournir un espace suffisant. Il est préférable
de répartir les abeilles en groupes de dix par cage.

Les abeilles doivent être gardées à l'obscurité dans une salle d'expérience chauffée à 25 ± 2° C. L'humidité
relative, généralement comprise entre 50 et 70 %, doit être enregistrée tout au long de l'essai. Les manipulations
et notamment le traitement et les observations peuvent s'effectuer à la lumière (du jour). La nourriture se
compose d'une solution de saccharose dans l'eau dont la concentration finale s'élève à 500 g/l (50 % en poids par
unité de volume), fourniead libitum durant toute la durée de l'essai à l'aide d'une mangeoire pour abeilles.
Celle-ci peut consister en un tube de verre (d'environ 50 mm de long et 10 mm de large, dont le diamètre de
l'extrémité ouverte est rétréci à environ 2 mm).

1.5.3 Préparation des abeilles

Les abeilles récoltées peuvent être anesthésiées avec du dioxyde de carbone ou de l'azote en vue de l'application
de la substance d'essai. La quantité d'anesthésiant utilisée et la durée de l'exposition doivent être réduites au
minimum. Les abeilles moribondes doivent être enlevées et remplacées par des abeilles saines avant le début de
l'essai.

1.5.4 Préparation des doses

La substance d'essai doit être appliquée sous forme de solution dans un véhicule, à savoir un solvant organique
ou de l'eau avec un agent mouillant. Parmi les solvants organiques, on préfère l'acétone, mais d'autres solvants
organiques peu toxiques pour les abeilles peuvent être utilisés (par exemple le diméthylformamide, le
diméthylsulfoxyde). Dans le cas des préparations chimiques dispersées dans l'eau et des substances organiques
fortement polaires non solubles dans les solvants organiques, les solutions peuvent être plus faciles à appliquer
si elles sont préparées dans une solution faible d'un agent mouillant commercial (par exemple, Agral, Citowett,
Lubrol, Triton, Tween).

Des solutions témoins appropriées doivent être préparées; autrement dit, si un solvant ou un dispersant ont été
employés pour solubiliser la substance d'essai, deux groupes de témoins doivent être utilisés, l'un étant traité
avec de l'eau et l'autre avec le solvant ou le dispersant.



1.6 MODE OPÉRATOIRE

1.6.1 Groupes testés et groupes témoins

Le nombre de doses et de groupes d'essai testés par dose doit se prêter aux exigences statistiques de la
détermination de la DL50, avec des limites de confiance de 95 %. L'essai demande normalement cinq doses
appartenant à une série géométrique dont le facteur n'excède pas 2,2 et qui englobe la DL50. Toutefois, le
nombre de doses doit être déterminé en fonction de la pente de la courbe de toxicité (dose en fonction de la
mortalité) et en tenant compte de la méthode statistique choisie pour analyser les résultats. Un test de
détermination de l'ordre de grandeur permet de choisir les doses appropriées.

Il faut tester au moins trois groupes d'essai identiques, comportant chacun 10 abeilles, par concentration d'essai.

Pas moins de trois groupes témoins, comportant chacun 10 abeilles, devraient être testés parallèlement aux
groupes traités. Si on utilise un solvant organique ou un agent mouillant, trois groupes supplémentaires de 10
abeilles chacun doivent être inclus pour le solvant ou l'agent mouillant.

1.6.2 Étalon de toxicité

Un étalon de toxicité doit être testé parallèlement aux groupes traités. Il faut sélectionner au moins trois doses
afin d'englober la valeur supposée de la DL50. Chaque dose doit être testée dans au moins trois cages contenant
chacune 10 abeilles. L'étalon de toxicité préféré est le diméthoate,dont la DL50 par contact après 24 heures se
situe entre 0,10 et 0,30 µg de substance active/abeille (2). D'autres étalons de toxicité pourraient toutefois être
acceptables, s'il existe suffisamment de données qui permettent de vérifier la relation dose-effet escomptée (par
exemple le parathion).

1.6.3 Exposition

1.6.3.1 Administration des doses

Les abeilles anesthésiées sont traitées individuellement par application locale. Les abeilles sont réparties au
hasard entre les groupes traités aux différentes doses et les groupes témoins. Un volume de 1 µl de solution
contenant la substance d'essai à la concentration appropriée doit être appliqué à l'aide d'un micro-applicateur sur
la face dorsale du thorax de chaque abeille. D'autres volumes peuvent être utilisés si cela se justifie. Après
l'application, les abeilles sont réparties entre les cages d'essai dans lesquelles on distribue une solution de
saccharose.

1.6.3.2 Durée

L'essai dure 48 heures. Si la mortalité augmente de plus de 10 % entre 24 heures et 48 heures, la durée de l'essai
doit être prolongée jusqu'à 96 heures, à condition que la mortalité des témoins ne dépasse pas 10 %.

1.6.4 Observations

La mortalité est relevée 4 heures après l'application de la dose, puis 24 heures et 48 heures après celle- ci. Si une
période d'observation prolongée est requise, d'autres évaluations devront être pratiquées à des intervalles de 24
heures pendant 96 heures au maximum, à condition que la mortalité des témoins ne dépasse pas 10 %.

Tous les effets se traduisant par des anomalies du comportement pendant la période d'essai doivent être notés.

1.6.5 Essai limite

Dans certains cas (par exemple lorsqu'on s'attend à ce qu'une substance d'essai soit peu toxique), un essai limite
peut être exécuté, avec 100 µg de substance active/abeille, afin de démontrer que la DL50 est supérieure à cette
valeur. Le même protocole doit être appliqué, et notamment les trois groupes d'essai identiques pour la dose
testée, les témoins nécessaires et l'utilisation d'un étalon de toxicité. Si on constate une mortalité, il convient de
mener une étude complète. Si on observe des effets sublétaux (voir paragraphe 1.6.4), il faut les noter.



2. RÉSULTATS ET RAPPORT

2.1 RÉSULTATS

Les résultats doivent être récapitulés sous forme de tableaux, montrant pour chaque groupe traité avec la
substance d'essai, ainsi que pour les témoins et les groupes traités avec l'étalon de toxicité, le nombre d'abeilles
employé, la mortalité à chaque heure d'observation et le nombre d'abeilles présentant un comportement anormal.
Les données de mortalité seront analysées par les méthodes statistiques appropriées (par exemple, la méthode
des probits, la moyenne mobile, la probabilité binomiale) (3) (4). On trace les courbes dose-effet pour chaque
moment d'observation recommandé (24 h, 48 h, et, si nécessaire, 72 h, 96 h) et on calcule les pentes des courbes
et les doses létales 50% (DL50) avec des limites de confiance de 95 %. Les corrections relatives à la mortalité
des témoins doivent s'effectuer selon la méthode d'Abbott (4) (5). La DL50 doit être exprimée en µg de
substance d'essai par abeille.

2.2 RAPPORT D'ESSAI

Le rapport d'essai doit contenir les informations suivantes :

2.2.1 Substance d'essai :

— état physique et propriétés physico-chimiques pertinentes (par exemple, stabilité dans l'eau, pression de
vapeur) ;

— données relatives à l'identification chimique, notamment la formule structurale, la pureté (dans le cas des
pesticides, l'identité et la concentration de la ou des substances actives).

2.2.2 Espèce d'expérience:

— nom scientifique, race, âge approximatif (en semaines), méthode et date de collecte ;

— informations sur les colonies dans lesquelles les abeilles ont été récoltées, en particulier l'état de santé,
toute maladie des adultes, les prétraitements éventuels, etc.

2.2.3 Conditions d'essai :

— température et humidité relative de la salle d'expérience ;

— conditions d'encagement, en particulier le type, la dimension et le matériau des cages ;

— modalités d'administration de la substance d'essai, par exemple solvant utilisé, volume de solution d'essai
appliqué, anesthésiants utilisés ;

— conception de l'essai, par exemple nombre et niveau des concentrations d'essai appliquées, nombre de
témoins; pour chaque concentration d'essai et témoin : nombre de cages et nombre d'abeilles par cage ;

— date de l'essai.

2.2.4 Résultats :

— résultats d'une étude préliminaire de détermination de l'ordre de grandeur, le cas échéant ;

— données brutes : mortalité à chaque concentration testée et à chaque temps d'observation ;

— courbes dose-effet à la fin de l'essai ;

— valeurs de la DL50 avec des limites de confiance de 95 %, à chaque temps d'observation recommandé,
pour la substance d'essai et l'étalon de toxicité ;

— méthodes statistiques utilisées pour calculer la DL50;

— mortalité chez les témoins ;

— autres effets biologiques observés et toute réaction anormale des abeilles ;

— tout écart par rapport au protocole décrit ici et toute autre information utile.
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C.18. DETERMINATION DE L’ADSORPTION/DESORPTION

AU MOYEN DE LA METHODE PAR AGITATION

1. METHODE

La méthode décrite reprend la ligne directrice n. 106 de l’OCDE sur l’adsorption/désorption dans les sols fondée sur la
méthode par agitation (2000).

1.1 INTRODUCTION

La méthode s’inspire d’un test circulaire, d’un séminaire sur la sélection des sols pour le developpement d’un essai
d’adsorption (1)(2)(3)(4) et de certaines lignes directrices nationales (5)(6)(7)(8)(9)(10)(11).

Les études d’adsorption/désorption donnent des informations précieuses sur la mobilité des substances chimiques et
leur répartition dans les trois compartiments de la biosphère (lithosphère, hydrosphère, atmosphère)
(12)(13)(14)(15)(16)(17)(18)(19)(20)(21). Ces informations servent à prédire et à évaluer certaines caractéristiques
d’une substance: la capacité de dégradation (22)(23), de transformation et d’absorption par les organismes (24), la
lixivation à travers le sol (16)(18)(19)(21)(25)(26)(27)(28), la volatilité à partir du sol (21)(29)(30), le ruissellement à
la surface du sol vers les eaux naturelles (18)(31)(32). Les données sur l’adsorption peuvent être utilisées à des fins de
comparaison ou de modélisation (19)(33)(34)(35).

La distribution d’une substance chimique entre les phases solides et aqueuses est un processus complexe qui dépend
d’un grand nombre de facteurs: nature chimique de la substance (12)(36)(37)(38)(39)(40), caractéristiques du sol
(4)(12)(13)(14)(41)(42)(43)(44)(45)(46)(47)(48)(49), mais aussi des conditions climatiques: précipitations,
température, ensoleillement, vent. La méthode présentée ici, qui est un modèle de laboratoire simplifié, ne permet pas
d’expliquer entièrement les phénomènes et les mécanismes impliqués dans l’adsorption d’une substance chimique par
le sol. Mais si elle n’est pas exhaustive, elle donne tout de même d’utiles informations sur les effets environnementaux
de l’adsorption d’un produit chimique.

Voir également l’introduction générale.

1.2 OBJET DE LA METHODE

La méthode vise à évaluer le comportement d’adsorption/désorption d’une substance dans les sols. Il s’agit d’obtenir
une valeur de sorption permettant de prédire le partage d’une substance sous diverses conditions environnementales.
Les coefficients d’adsorption à l’équilibre d’une substance chimique sur différents sols sont déterminés en fonction
des caractéristiques du sol (e.g. teneur en carbone organique, teneur en argile, texture, pH). Il faut utiliser plusieurs
types de sols pour couvrir le plus grand nombre possible d’interactions d’une substance donnée avec des sols naturels.

La présente méthode considère l’adsorption comme la liaison d’une substance chimique à la surface des sols. Elle ne
fait pas de distinction entre les différents processus d’adsorption (adsorption physique et chimique) et d’autres
processus tels que la dégradation catalysée par la surface, l’adsorption de masse ou la réaction chimique. Elle ne tient
pas compte de l’adsorption sur les particules colloïdales (diamètre < 0.2µm) générées par les sols.



Les paramètres considerés comme les plus importants pour l’adsorption sont: la teneur en carbone organique
(3)(4)(12)(13)(14)(41)(43)(44)(45)(46)(47)(48), la teneur en argile, la texture (3)(4)(41)(42)(43)(44)(45)(46)(47)(48),
le pH (pour les composés ionisables) (3)(4)(42). D’autres sont susceptibles d’avoir une incidence sur l’adsorption : la
capacité d’échange cationique réelle (CECR), la teneur en fer amorphe et en oxydes d’aluminium, notamment dans le
cas des sols volcaniques et tropicaux (4), ainsi que la surface spécifique (49).

L’essai permet d’évaluer l’adsorption d’une substance chimique sur des sols de texture et de pH différents et n’ayant
pas la même teneur en carbone organique et en argile. Il comprend trois phases:

Phase 1: Étude préliminaire servant à déterminer:

— le rapport sol/solution;

— le temps d’équilibre de l’adsorption et la quantité de substance adsorbée à l’équilibre;

— l’adsorption de la substance sur la surface des récipients d’essai et la stabilité de la substance durant
l’essai.

Phase 2: Essai de sélection: l’adsorption est étudiée sur cinq sols différents. On détermine la cinétique d’adsorption
avec une concentration unique, ainsi que le coefficient de distribution Kd et Koc.

Phase 3: Détermination des isothermes d’adsorption de Freundlich: cet essai sert à évaluer l’effet de la concentration
sur le degré d’adsorption sur les sols.

Étude de la désorption par l’évaluation de la cinétique et des isothermes de dèsorption de Freundlich
(annexe 1).

1.3 DEFINITIONS ET UNITES

Symbole Définition Unités

A ti
pourcentage d’adsorption au temps ti %

Aeq pourcentage d’adsorption à l’équilibre %

ms
ads

(ti )
masse de substance adsorbée sur le sol à l’instant ti µg

ms
ads

( t i )∆
masse de substance adsorbée sur le sol durant l’intervalle de temps
∆ti

µg

ms
ads

(eq)
masse de substance adsorbée sur le sol à l’équilibre d’adsorption µg

M0 masse de substance dans le tube au début de l’essai µg

mm
ads

(ti ) masse de substance mesurée dans une aliquoteva
A

au temps ti
µg

maq
ads

eq( )
masse de substance dans la solution à l’équilibre d’adsorption µg

msol quantité de phase de sol exprimée en masse sèche du sol g

Cst concentration massique de la solution de réserve µg cm-3

C0 concentration massique initiale de la solution en contact avec le sol µg cm-3

Caq
ads

(ti )
concentration massique de la substance dans la phase aqueuse au
temps ti , lorsque l’analyse est effectuée

µg cm-3



Cs
ads

eq( )
Concentration de la substance adsorbée sur le sol à l’équilibre
d’adsorption

µg g-1

(eq)
ads
aqC

Concentration massique de la substance dans la phase aqueuse à
l’équilibre d’adsorption

µg cm-3

V0 volume initial de la phase aqueuse en contact avec le sol durant
l’essai d’adsorption

cm3

va
A volume de l’aliquote dans laquelle la substance est mesurée cm3

Kd coefficient de répartition de l’adsorption cm3 g-1

Koc coefficient d’adsorption normalisé basé sur la teneur en carbone
organique

cm3 g-1

Kom coefficient de la répartition normalisé basé sur la teneur en matière
organique

cm3 g-1

K F
ads coefficient d’adsorption de Freundlich µg 1-1/n (cm3) 1/ng-1

1/n exposant de Freundlich

Dti
pourcentage de désorption à l’instant ti %

D ti
∆

pourcentage de désorption durant l’intervalle de temps∆ti %

Kdes coefficient de désorption apparente cm3 g-1

K
F
des coefficient de désorption de Freundlich µg 1-1/n (cm3) 1/ng-1

maq
des

(ti )
masse de substance désorbée à partir du sol à l’instant ti µg

maq
des

t i )(∆
masse de substance désorbée à partir du sol durant l’intervalle de temps
∆ti

µg

mm
des

(eq)
masse de substance déterminée par analyse dans la phase aqueuse à
l’équilibre de désorption

µg

maq
des

eq)(
masse totale de substance désorbée à l’équilibre de désorption µg

ms
des

( t i )∆
masse de substance restant adsorbée sur le sol après l’intervalle de
temps∆ti

µg

maq
A masse de substance résiduelle après atteinte de l’équilibre d’adsorption

due à un volume de remplacement insuffisant
µg

Cs
des

(eq)
concentration de la substance restant adsorbée dans le sol à
l’équilibre de désorption

µg g-1

Caq
des

eq( )
concentration massique de la substance dans la phase aqueuse à
l’équilibre de désorption

µg cm-3

VT volume total de la phase aqueuse en contact avec le sol durant l’essai de
cinétique de désorption réalisé avec la méthode séquentielle

cm3

VR volume de surnageant extrait du tube après obtention de l’équilibre
d’adsorption et remplacé par un volume identique d’une solution de
0,01 M de CaCl2

cm3

va
D volume de l’aliquote extrait du tube (i) pour analyse lors de l’essai de

cinétique de désorption réalisé avec la méthode séquentielle
cm3

Vr
i volume de solution extrait du tube (i) afin de mesurer la substance lors

de l’essai de cinétique de désorption (méthode parallèle)
cm3



Vr
F volume de solution extrait du tube afin de mesurer la substance à

l’équilibre de désorption
cm3

MB bilan matière %

mE masse totale de substance extraite en deux étapes du sol et des parois du
tube d’essai

µg

Vrec volume de surnageant récupéré après l’équilibre d’adsorption cm3

Pow coefficient de partage octanol/eau

pKa constante de dissociation

Sw solubilité dans l’eau g l-1

1.4 PRINCIPE DE LA METHODE

Des volumes connus de la substance, non marquée ou radiologiquement marquée, mélangée à des concentrations
connues de CaCl2 0,01 M, sont ajoutés à des échantillons de sol d’un poids sec connu, préalablement équilibrés dans
du CaCl2 0,01 M. Le mélange est agité pendant le temps requis. Les particules du sol en suspension sont séparées par
centrifugation et, le cas échéant, par filtration, puis la phase aqueuse est analysée. La quantité de substance adsorbée
sur le sol correspond à la différence entre la quantité de substance initialement présente dans la solution et la quantité
restant à la fin de l’expérience (méthode indirecte).

La quantité de substance adsorbée peut également être directement calculée par l’analyse du sol (méthode directe).
Cette méthode, qui consiste à extraire progressivement le sol au moyen d’un solvant approprié, est recommandée
lorsque l’on ne peut pas déterminer avec précision les écarts de concentration de la substance dans la solution, par
exemple dans les cas suivants: adsorption de la substance sur la surface des tubes d’essai, instabilité de la substance au
cours de l’expérience, faible adsorption modifiant peu la concentration de la substance dans la solution, forte
adsorption entraînant une faible concentration ne pouvant être mesurée avec précision. L’utilisation d’une substance
radioactivement marquée permet d’éviter d’extraire le sol. On analyse dans ce cas la phase du sol par combustion et
comptage à scintillation liquide. Cette dernière méthode, non spécifique, ne permet cependant pas de distinguer les
produits primaires des produits de transformation. Elle ne devrait donc être utilisée que si la substance à tester reste
stable pendant toute la durée de l’étude.

1.5 INFORMATION SUR LA SUBSTANCE

Les réactifs chimiques doivent être purs. On recommande l’emploi de substances non marquées de composition
connue et présentant de préférence un degré de pureté d’au moins 95 % ou de substances radioactivement marquées de
composition connue et radioactivement pures. Il faut appliquer des corrections pour tenir compte de la désintégration
lorsque l’on emploie des traceurs à demi-vie courte.

Les paramètres suivants doivent être connus avant de réaliser un essai d’adsorption/désorption:

a) solubilité dans l’eau (A.6.);

b) pression de vapeur (A.4.) et/ ou constante de la loi d’Henry;

c) dégradation non biologique: hydrolyse en fonction du pH (C.7.);

d) coefficient de partage (A.8.);

e) biodégradabilité facile (C.4.) ou transformation aérobie et anaérobie dans le sol;

f) pKa des substances ionisables;

g) photolyse directe dans l’eau (i.e. spectre d’absorption UV-Vis dans l’eau, rendement quantique, p. ex.) et
photodégradation sur le sol.



1.6 APPLICABILITE DE L’ESSAI

L’essai est applicable aux substances chimiques pour lesquelles on dispose d’une méthode analytique suffisamment
précise. La stabilité de la substance durant l’essai est un paramètre important qui peut influencer la fiabilité des
résultats, notamment avec la méthode indirecte. Il faut donc vérifier la stabilité par une étude préliminaire. Si l’on
observe une transformation durant l’essai, il est recommandé d’analyser le sol et les phases aqueuses lors de l’étude
principale.

Des difficultés peuvent survenir avec des substances faiblement solubles dans l’eau (Sw < 10-4 g l-1) ou avec des
substances fortement chargées du fait que la concentration de la phase aqueuse ne peut pas être mesurée avec
suffisamment de précision avec la méthode analytique. Il faut prendre d’autres mesures dans ces cas. Les moyens
d’aborder ces problèmes sont traités dans les chapitres correspondants.

Il faut veiller à éviter les pertes si l’on analyse des substances volatiles.

1.7 MODE OPERATOIRE

1.7.1 Appareillage, réactifs chimiques

Le laboratoire doit être équipé de l’équipement standard suivant:

a) Tubes ou récipients d’essai. Il est important qu’ils soient:

— adaptés à la centrifugeuse afin de diminuer les erreurs de manipulation et de transfert;

— constitués d’un matériau inerte qui diminue l’adsorption de la substance sur les parois.

b) Agitateur: agitateur vertical ou équipement équivalent; le sol doit être maintenu en suspension pendant l’agitation.

c) Centrifugeuse: elle doit être de préférence à vitesse de rotation élevée (forces de centrifugation > 3000g, p. ex.), à
température contrôlée et capable d’éliminer de la solution aqueuse les particules d’un diamètre supérieur à 0.2
µm. Les récipients doivent être fermés durant l’agitation et la centrifugation afin d’éviter les pertes par volatilité et
les pertes en eau; il est recommandé d’utiliser des couvercles désactivés (couvercles filetés recouverts de téflon, p.
ex.) afin de diminuer l’adsorption sur leur surface.

d) Équipement facultatif: filtres stériles jetables d’une porosité de 0.2µm. Le matériau filtrant doit être choisi avec
soin afin d’éviter l’adsorption de la substance à sa surface; les filtres organiques sont déconseillés pour les
substances peu solubles.

e) Instrumentation analytique permettant de mesurer la concentration de la substance.

f) Four de laboratoire permettant de maintenir une température de 103 C à 110 C.

1.7.2 Caractérisation et sélection des sols

Les sols doivent être caractérisés par les trois paramètres principalement responsables de la capacité d’adsorption: le
carbone organique, la teneur en argile et la texture, le pH. Comme nous l’avons dit plus haut (voir le chapitre “Objet
de la méthode”), d’autres caractéristiques physico-chimiques peuvent influer sur l’adsorption/désorption d’une
substance et elles doivent donc être prises en compte.



Les méthodes de caractérisation des sols revêtent une extrême importance car elles peuvent influencer les résultats de
manière significative. Il est donc recommandé de mesurer le pH du sol dans une solution de CaCl2 0,01 M (la solution
utilisée lors de l’essai d’adsorption/désorption) selon la méthode ISO correspondante (ISO-10390-1). Il est également
conseillé de déterminer certaines autres propriétés du sol selon les méthodes standard (par exemple manuel ISO de
l’analyse des sols Handbook of Soil Analysis). On peut ainsi faire reposer l’analyse des données relatives à la sorption
sur des paramètres de sol harmonisés. La bibliographie donne quelques références de méthodes harmonisées d’analyse
et de caractérisation des sols (50-52). L’utilisation de sols de référence est recommandée pour calibrer les méthodes
d’essai des sols.

Le tableau I indique comment choisir les sols pour les essais d’adsorption/désorption. Les sept types de sols choisis se
rencontrent dans des zones géographiques tempérées. Pour les substances ionisables, les sols sélectionnés doivent
couvrir un large spectre de pH pour permettre d’évaluer l’adsorption de la substance sous sa forme ionisée et non
ionisée. Le chapitre 1.9 (“Réalisation de l’essai”) indique combien de sols différents doivent être utilisés durant les
diverses phases de l’essai.

Si d’autres types de sols sont choisis, il faut les caractériser au moyen des mêmes paramètres et ils doivent présenter
des propriétés aussi diverses que celles décrites dans le tableau 1, même s’ils ne remplissent pas tout à fait les critères.

Tableau 1: aide à la sélection des échantillons de sol pour les essais d’adsorption-désorption

Type de sol pH (dans le CaCl2
0,01 M)

Teneur en carbone
organique (%)

Teneur en argile (%) Texture du sol

1 4.5 - 5.5 1.0 - 2.0 65 - 80 argile

2 > 7.5 3.5 - 5.0 20 - 40 limon-argileux

3 5.5 - 7.0 1.5 - 3.0 15 - 25 limons fins

4 4.0 - 5.5 3.0 - 4.0 15 - 30 limon

5 < 4.0 - 6.0§ < 0.5 - 1.5§‡ < 10 - 15§ sable-limoneux

6 > 7.0 < 0.5 - 1.0§‡ 40 - 65 Limon-argileux / argile

7 < 4.5 > 10 < 10 sable/sable glaiseux
* Selon la FAO et le système américain (85)
§ Les valeurs des variables doivent être comprises de préférence dans les limites du spectre indiqué. En cas de difficulté à trouver un sol
approprié, des valeurs inférieures au minimum indiqué sont acceptées.
‡ Les sols contenant moins de 0.3% de carbone organique risquent de perturber la corrélation entre la teneur en carbone organique et
l’adsorption. Il est donc recommandé d’utiliser des sols présentant une teneur supérieure à 0.3%.

1.7.3 Collecte et stockage des échantillons de sols

1.7.3.1 Collecte

Aucune technique ou instrument d’échantillonnage particulier n’est recommandée; la technique d’échantillonnage
dépend des objectifs de l’étude (53)(54)(55)(56)(57)(58).

Il convient de considérer les aspects suivants:

a) il faut disposer d’informations détaillées sur le site d’essai: localisation, couverture végétale, traitement aux
pesticides et/ou aux engrais, adjuvants biologiques ou contamination accidentelle. Le site doit être décrit selon les
recommandations de la norme ISO sur l’échantillonnage des sols (ISO 10381-6).



b) le site d’échantillonnage doit être défini par l’UTM (Universal Transversal Mercator-Projection/European
Horizontal Datum) ou par des coordonnées géographiques, de manière à pouvoir reconnaître ultérieurement un sol
particulier ou à définir un sol en fonction des divers systèmes de classification utilisés dans les différents pays. Il
est également recommandé de prélever dans l’horizon A jusqu’à une profondeur maximale de 20 cm. Si un
horizon Oh est présent dans le sol n. 7 en particulier, il doit être inclus dans l’échantillon.

Les échantillons sont transportés dans des conteneurs et dans des conditions thermiques propres à préserver au mieux
les propriétés initiales du sol.

1.7.3.2 Stockage

Il est préférable d’utiliser des sols fraîchement prélevés. Si cela n’est pas possible, le sol peut être stocké à la
température ambiante et maintenu au sec. Aucun temps de stockage maximal n’est recommandé, mais au-delà de trois
ans, les sols doivent être à nouveau analysés avant l’emploi afin de vérifier leur teneur en carbone organique, leur pH
et leur C.E.C.

1.7.3.3 Manipulation et préparation des échantillons d’essai

Les sols sont séchés à l’air à la température ambiante (de préférence entre 20 à 25°C). Ils sont désagrégés en
appliquant des forces minimes de manière à modifier aussi peu que possible la texture originale, puis tamisés pour ne
conserver que les particules≤ 2 mm. Le tamisage doit respecter les recommandations de la norme ISO sur
l’échantillonnage des sols (ISO 10381-6). Une bonne homogénéisation est recommandée car elle améliore la
reproductibilité des résultats. La teneur en eau de chaque sol est déterminée à partir de trois aliquotes par un
réchauffement à 105 °C jusqu’à stabilisation du poids (environ 12h). Pour tous les calculs, la masse du sol se réfère à la
masse sèche à l’étuve, c’est-à-dire au poids de sol diminué de la teneur en eau.

1.7.4 Préparation de la substance d’essai devant être appliquée sur le sol

La substance d’essai est dissoute dans une solution de CaCl2 0,01 M dans de l’eau distillée ou désionisée; la solution de
CaCl2 est utilisée comme solvant aqueux pour améliorer la centrifugation et diminuer les échanges de cations. La
concentration de la solution mère doit être supérieure de 3 ordres de grandeur à la limite de détection de la méthode
d’analyse utilisée. Ce seuil permet de faire des mesures précises avec la méthodologie employée lors de l’essai. Enfin, la
concentration de la solution de réserve doit être inférieure à la solubilité dans l’eau de la substance.

Il est conseillé de préparer la solution de réserve immédiatement avant de l’appliquer sur le sol et de la conserver dans un
récipient hermétique à l’abri de la lumière à une température de 4 °C. La durée de stockage dépend de la stabilité de la
substance et de sa concentration dans la solution.

Un agent solubilisant peut être utilisé pour les substances peu solubles (Sw < 10-4 g l-1) qui se dissolvent difficilement. Il
doit être miscible avec l’eau, comme le méthanol ou l’acétonitrile; sa concentration ne doit pas dépasser 1% du volume
total de la solution de réserve et elle doit être inférieure à celle de la substance dans la solution qui entrera en contact avec
le sol (de préférence moins de 0.1%); il ne doit pas être un surfactant ou subir des réactions solvolytiques avec la substance
d’essai. Le procès-verbal d’essai doit indiquer qu’un tel agent a été employé et en donner les raisons.



Un autre moyen de traiter les substances peu solubles consiste à introduire la substance d’essai dans le système d’essai à
l’aide d’un solvant auxiliaire : la substance est dissoute dans un solvant organique, dont une fraction est ajoutée au système
constitué par le sol et par une solution 0,01M de CaCl2 dans de l’eau distillée ou désionisée. La concentration du solvant
organique dans la phase aqueuse devrait être aussi faible que possible et ne pas excéder en principe 0,1 pour cent.
L’expérimentateur devra toutefois tenir compte du fait que l’introduction de la substance à l’aide d’une solution organique
est susceptible de nuire à la reproductibilité des volumes. La concentration de la substance d’essai et du solvant auxiliaire
risquent donc de varier légèrement entre les essais et d’introduire une erreur supplémentaire.

1.8 CONDITIONS PREALABLES A LA REALISATION DE L’ESSAI D’ADSORPTION/DESORPTION

1.8.1 Méthode analytique

Un certain nombre de paramètres peuvent influencer la précision des mesures: la précision de la méthode d’analyse de la
solution et des phases adsorbées, la stabilité et la pureté de la substance, le temps pour atteindre l’équilibre de sorption,
l’étendue des variations de concentration de la solution, le rapport sol/solution et les modifications de la structure du sol au
cours du processus d’équilibrage (35)(59-62). L’annexe 2 donne quelques exemples à ce propos.

La fiabilité de la méthode d’analyse doit être vérifiée selon la gamme de concentration susceptible d’être celle rencontrée
durant l’essai. L’expérimentateur est libre d’élaborer une méthode appropriée présentant toutes les qualités requises en
matière de précision, d’exactitude, de reproductibilité, de limites de détection et de récupération. L’expérience ci-dessous
montre comment effectuer un tel essai.

Un volume approprié de CaCl2 0,01 M (100 cm3 p. ex.), est agité pendant 4 h avec un certain poids de sol (20 g, p. ex.)
hautement adsorbant, c’est-à-dire riche en carbone organique et en argile. Le poids et le volume varient selon les besoins de
l’analyse mais un rapport sol/solution de 1:5 constitue un bon point de départ. Le mélange est centrifugé et la phase
aqueuse filtrée. Une partie de la solution de réserve de la substance est ajoutée à cette dernière afin d’obtenir une
concentration nominale comprise dans la gamme de concentration correspondant à celle de l’essai. Ce volume ne doit pas
excéder 10% du volume final de la phase aqueuse afin de modifier aussi peu que possible la nature de la solution de pré-
équilibrage. La solution est ensuite analysée.

Un témoin constitué du système du sol et de la solution de CaCl2 (sans substance d’essai) doit être ajouté afin de vérifier
les artefacts de la méthode d’analyse et les effets de matrice induits par le sol.

La chromatographie gaz-liquide (CGL), la chromatographie liquide à haute performance (HPLC), la spectrométrie
(CG/spectrométrie de masse, HPLC /spectrométrie de masse) et le comptage à scintillation liquide (pour les substances
radiologiquement marquées) figurent parmi les méthodes de mesure de la sorption. Un taux de récupération de 90 à 110 %
de la valeur nominale est jugé satisfaisant quelle que soit la méthode d’analyse utilisée. La limite de détection de la
méthode d’analyse doit être d’au moins de deux ordres de grandeur inférieure à la concentration nominale afin de
permettre la détection et l’évaluation une fois que le partage est effectué.

Les caractéristiques et la limite de détection de la méthode utilisée pour effectuer les études d’adsorption déterminent les
conditions d’essai et les résultats expérimentaux. La méthode présentée ici suit un protocole expérimental général et
propose des solutions de rechange lorsque la méthode analytique ou les équipements de laboratoire imposent des limites.



1.8.2 Choix de rapports sol/solution optimums

Les rapports sol/solution appropriés à l’étude de la sorption sont choisis en fonction du coefficient de répartition Kd et
du degré relatif d’adsorption souhaité. Le changement de la concentration de la substance dans la solution détermine
la précision statistique de la mesure, fondée sur la forme de l’équation d’adsorption et sur la limite de la méthode
d’analyse, ainsi que l’exactitude avec laquelle elle permettra de détecter la substance contenue dans la solution. Il est
donc utile de déterminer plusieurs rapports fixes présentant un pourcentage adsorbé supérieur à 20 % ou, de
préférence, à 50 % (62), tout en veillant à ce que la concentration de la substance dans la phase aqueuse reste
suffisamment élevée pour pouvoir être mesurée avec précision, notamment lorsque les pourcentages d’adsorption sont
importants.

Une solution pratique consiste à choisir les rapports sol/solution en estimant la valeur du coefficient de répartition Kd lors
d’études préliminaires ou par des techniques d’estimation bien établies (voir l’annexe 3). On peut ensuite porter sur un
graphique le rapport sol/solution en fonction du coefficient de distribution pour différents pourcentages fixes d’adsorption
(fig.1). Dans le graphique ci-dessous, on estime que l’équation d’adsorption est linéaire1. La relation est obtenue en
réécrivant l’équation (4) du Kd sous la forme suivante (1):
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La figure 1 montre le rapport sol/solution requis en fonction de Kd pour divers niveaux d’adsorption. Par exemple, avec un
rapport sol/solution de 1:5 et un Kd de 20, l’adsorption serait de 80% environ. Pour obtenir un pourcentage d’adsorption de
50% avec le même Kd, il faudrait un rapport de 1:25. Cette méthode souple permet de choisir les rapports sol/solution en
fonction des besoins de l’expérience.

Les zones où la substance est très fortement ou très légèrement adsorbée sont plus difficiles à maîtriser. En cas de faible
absorption, un rapport sol/solution de 1:1 est recommandé, mais des ratios plus faibles peuvent être nécessaires avec
certains types de sols très organiques afin d’obtenir une boue. Avec la méthode analytique, il faut veiller à mesurer les
légères variations de concentration de la substance, faute de quoi la mesure d’adsorption sera inexacte. Avec un coefficient
de distribution Kd très élevé, on peut aller jusqu’à un rapport de 1:100 de manière à conserver une quantité importante de
substance en solution. Il faut cependant bien mélanger et donner au système le temps de s’équilibrer. On peut aussi prédire
la valeur Kd au moyen de techniques d’estimation fondées par exemple sur la valeur Pow (voir l’annexe 3). Cette méthode
peut être utile pour les substances chimiques polaires ou faiblement adsorbées ayant un Pow < 20 et pour les substances
lipophiles ou fortement sorbantes dotées d’un Pow > 104.

1.9 REALISATION DE L’ESSAI

1.9.1 Conditions de l’essai

Les essais sont réalisés à température ambiante et, si possible, à une température constante comprise entre 20 et 25 °C.

La centrifugation doit permettre d’éliminer de la solution les particules supérieures à 0.2µm. Cette valeur correspond à la
plus petite particule considérée comme une particule solide et constitue la limite entre les particules solides et les colloïdes.
L’annexe 4 explique comment déterminer les paramètres de la centrifugation.

Si l’équipement de centrifugation ne permet pas d’éliminer à coup sûr les particules supérieures à 0.2µm, on peut
combiner la centrifugation et la filtration avec des filtres de 0.2µm. Ces filtres doivent être fabriqués en matériau inerte
afin d’éviter les pertes de substance. Il faut dans tous les cas apporter la preuve qu’il n’y a aucune perte de substance au
cours de la filtration.

1.9.2 Phase 1- Étude préliminaire

Le but de l’étude préliminaire a déjà été expliqué dans le chapitre “Objet de la méthode”. La réalisation de l’essai est
exposée ci-après.

1.9.2.1 Sélection de rapports sol/solution optimums

On utilise deux types de sols et trois rapports sol/solution (six essais). Un sol a une teneur en carbone organique élevée et
une faible teneur en argile, l’autre une faible teneur en carbone organique et une teneur élevée en argile. Les rapports
suivants sont proposés:

-50 g de sol et 50 cm3 de solution aqueuse de la substance d’essai (rapport 1:1);

-10 g de sol et 50 cm3 de solution aqueuse de la substance d’essai (rapport 1:5);

-2 g de sol et 50 cm3 de solution aqueuse de la substance d’essai (rapport 1:25).

La quantité minimale de sol qui va servir à l’expérience dépend de l’équipement de laboratoire dont on dispose et des
performances des méthodes analytiques utilisées. Il est cependant recommandé d’utiliser au moins 1 g, de préférence 2 g,
afin d’obtenir des résultats d’essai fiables.

Un échantillon de contrôle contenant uniquement la substance d’essai dans une solution de CaCl2 0,01 M (sans sol) est
soumise exactement aux mêmes opérations que le système d’essai afin de vérifier la stabilité de la substance dans une
solution de CaCl2 et son adsorption éventuelle à la surface des récipients d’essai.



Un témoin par sol contenant la même quantité de sol dans un volume total de 50 cm3 de solution de CaCl2 0,01 M (sans
substance) est soumis à la même procédure d’essai. Il permet de détecter les substances étrangères ou les sols contaminés.

Tous les essais, contrôles et témoins sont réalisés au moins en double. Le nombre total d’échantillons devant être préparés
pour l’étude est calculé selon la méthode suivie.

L’étude préliminaire et l’étude principale reposent sur les mêmes méthodes, sauf indication contraire.

Les échantillons de sols séchés à l’air sont mélangés à un volume minimum de 45 cm3 de CaCl2 0,01 M et agités pendant
12 h la nuit précédant l’expérience. On y ajoute par la suite de la solution de réserve de la substance d’essai afin d’obtenir
un volume final de 50 cm3. Ce volume ajouté ne doit pas excéder 10 % du volume final de la phase aqueuse (50 cm3) afin
de modifier aussi peu que possible la nature de la solution de pré-équilibrage. Par ailleurs, la concentration initiale de la
substance d’essai en contact avec le sol (C0) doit être supérieure d’au moins deux ordres de grandeur à la limite de
détection de la méthode analytique. Ce seuil permet d’obtenir des mesures fiables, même en cas d’adsorption élevée
( > 90%) et de déterminer ultérieurement les isothermes d’adsorption. La concentration (C0 ) de la substance initiale ne
devrait pas non plus excéder la moitié de sa limite de solubilité.

Voici comment calculer la concentration de la solution de réserve (Cst). Si la limite de détection est de 0.01µg cm-3 et
l’adsorption de 90 %, la concentration initiale de la substance en contact avec le sol sera de préférence de 1µg cm-3 (soit de
deux ordres de grandeur plus élevée que celle de la limite de détection). En supposant que l’on ajoute le volume maximum
recommandé de la solution de réserve, soit 5 cm3, aux 45 cm3 de la solution d’équilibrage de CaCl2 0,01 M (c.-à-d. 10% de
la solution de réserve au volume total de la phase aqueuse), la concentration de la solution de réserve sera de 10µg cm-3, ce
qui est de trois ordres de grandeur supérieur à la limite de détection de la méthode analytique.

Il faut mesurer le pH de la phase aqueuse avant et après le contact avec le sol, compte tenu de son rôle dans le processus
d’adsorption, notamment dans le cas des substances ionisables.

Le mélange est agité jusqu’à ce que le point d’équilibre soit atteint. Le temps d’équilibre dans les sols est très variable. Il
dépend du produit chimique et du sol. Une période de 24 heures est généralement suffisante (77). Lors de l’étude
préliminaire, des échantillons peuvent être prélevés de manière séquentielle pendant une période de mélange de 48 h (à la
4ème, 8ème, 24ème et 48ème heure, p. ex.). Les temps d’analyse ne sont pas rigides et doivent être considérés en fonction
du programme de travail du laboratoire.

La substance dans la solution aqueuse peut être mesurée par la méthode parallèle ou par la méthode séquentielle. La
méthode parallèle est plus difficile à réaliser sur le plan expérimental mais le traitement mathématique des résultats est
plus simple (voir l’annexe 5). Le choix de la méthode est laissée à l’appréciation de l’expérimentateur qui décide en
fonction des équipements de laboratoire et des ressources disponibles.

(a) méthode parallèle: on prépare des échantillons avec un rapport sol/solution identique, leur nombre étant égal aux
intervalles de temps auxquels on souhaite étudier la cinétique d’adsorption. Après centrifugation et, le cas échéant,
filtration, la phase aqueuse du premier tube est récupérée aussi complètement que possible et mesurée au bout de 4 h,
par exemple, celle du deuxième tube au bout de 8 h, celle du troisième au bout de 24 h, etc.

(b) méthode séquentielle: on prépare uniquement un double échantillon pour chaque rapport sol/solution. Le mélange
est centrifugé à des intervalles de temps définis afin de séparer les phases. Une petite aliquote de la phase aqueuse est
immédiatement analysée afin de rechercher la substance, puis l’expérience se poursuit avec le mélange original. S’il y
a filtration après centrifugation, le laboratoire doit disposer d’équipements permettant de filtrer de petites aliquotes en
phase aqueuse. Le volume total des aliquotes ne devrait pas dépasser 1 % du volume total de la solution afin de ne pas
modifier de manière significative le rapport sol/solution et de diminuer la masse de soluté susceptible d’être adsorbée
durant l’essai.



Le pourcentage d’adsorptionA ti
est calculé à chaque instant (ti) sur la base de la concentration initiale nominale et

de la concentration mesurée au temps d’échantillonnage (ti), corrigé de la valeur du témoin. Des graphes représentant

A ti
en fonction du temps (fig. 1, annexe 5) sont tracés afin de savoir à quel moment le plateau d’équilibre est

atteint2. On calcule également la valeur Kd à l’équilibre. On choisit à partir de cette valeur le rapport sol/solution
approprié de la figure 1, de manière que le pourcentage d’adsorption dépasse 20% et, de préférence, 50% (61). Les
équations et les principes relatifs au tracé sont exposés dans le chapitre “Présentation des données”, ainsi qu’à
l’annexe 5.

1.9.2.2 Détermination du temps d’adsorption et de la quantité de substance adsorbée à l’équilibre

Comme nous l’avons déjà dit, le graphe représentantA ti
ou Caq

ads
en fonction du temps permet d’estimer l’adsorption et

la quantité de substance adsorbée à l’équilibre (voir les figures 1 et 2 de l’annexe 5). Le temps d’équilibre correspond au
temps que le système met pour atteindre un plateau.

L’absence de plateau ou l’accroissement progressif de la courbe peut être dû à des facteurs complexes tels que la
biodégradation ou une diffusion lente. La biodégradation peut être mise en évidence en répétant l’expérience avec un
échantillon de sol stérile. Si aucun plateau n’est atteint même dans ce cas, l’expérimentateur doit chercher d’autres causes
inhérentes à l’étude. Il peut par exemple modifier les conditions de l’essai (température, temps d’agitation, rapport
sol/solution). Lui seul décide de poursuivre la procédure d’essai, même s’il court le risque de ne pas atteindre un équilibre.

1.9.2.3 Adsorption sur les parois du récipient et stabilité de la substance

L’analyse des échantillons de contrôle peut fournir quelques informations sur l’adsorption de la substance sur les parois des
récipients d’essai, ainsi que sur sa stabilité. Une déplétion supérieure à l’écart-type de la méthode analytique peut être due à
une dégradation abiotique et/ou à l’adsorption sur les parois du récipient. On peut individualiser l’un ou l’autre de ces
phénomènes en lavant soigneusement les parois du récipient avec un volume connu de solvant, puis en recherchant la
substance dans la solution de lavage. L’absence d’adsorption sur les parois du récipient prouve l’instabilité abiotique de la
substance. En cas d’adsoprtion, en revanche, il convient de modifier le matériau du récipient d’essai. Ces données sur
l’adsorption sur les parois des récipients d’essai ne peuvent cependant pas être directement extrapolées à l’essai
sol/solution, dans la mesure où la présence de sol modifie l’adsorption.

On peut obtenir des informations supplémentaires sur la stabilité de la substance d’essai en déterminant le bilan matière
dans le temps. La substance est recherchée dans la phase aqueuse, dans les extraits de sol et sur les parois des récipients
d’essai. La différence entre la masse de la substance ajoutée et la somme des masses de substance présentes dans la phase
aqueuse, les extraits de sol et sur les parois des récipients correspond à la masse degradée, volatilisée et/ou non extraite.
Pour effectuer un bilan matière, l’équilibre d’adsorption doit être atteint durant l’essai.

2
On peut également utiliser des graphiques de concentration de la substance en phase aqueuse(Caq

ads
) en fonction du

temps pour estimer l’obtention du plateau d’équilibre (voir la fig. 2 de l’annexe 5).



Le bilan matière est effectué sur les deux sols et avec un rapport sol/solution par sol générant une déplétion à l’équilibre
supérieure à 20% et, de préférence, à 50 %. Une fois que l’essai consistant à trouver le rapport sol/solution est terminé
(analyse du dernier échantillon de phase aqueuse au bout de 48h), les phases sont séparées par centrifugation et, le cas
échéant, par filtration. Le maximum de phase aqueuse est récupérée puis un solvant d’extraction approprié (c.-à-d. doté
d’un coefficient d’extraction d’au moins 95 %) est ajouté au sol afin d’extraire la substance. Deux extractions successives
au moins sont recommandées. On détermine ensuite la quantité de substance présente dans les extraits de sol et dans le
récipient afin de calculer le bilan matière (équation 10 du chapitre “Présentation des données”). S’il est inférieur à 90%, la
substance est jugée instable durant la durée de l’essai. Les études peuvent être cependant poursuivies en tenant compte de
cette instabilité. Il est conseillé dans ce cas d’analyser les deux phases lors de l’étude principale.

1.9.2.4 Phase 2 - Cinétique d’adsorption avec une concentration unique de substance

Cinq sols choisis dans le tableau 1 sont utilisés à cet effet. On a intérêt à y inclure tout ou partie des sols utilisés dans
l’étude préliminaire. Dans ce cas, ils ne sont pas soumis aux essais de la phase 2.

Le temps d’équilibrage, le rapport sol/solution, le poids de l’échantillon de sol, le volume de la phase aqueuse en contact
avec le sol et la concentration de la substance d’essai dans la solution sont choisis en fonction des résultats de l’étude
préliminaire. L’analyse doit être effectuée de préférence après un temps de contact de 2, 4, 6, 8 (éventuellement 10) et 24 h.
Le temps d’agitation peut être étendu à 48 h maximum lorsque les résultats sur le rapport sol/solution font ressortir un
temps d’équilibrage plus long. Les temps d’analyse doivent être considérés avec une certaine souplesse.

Chaque expérience (un sol et une solution) est effectuée au moins en double afin d’évaluer la variance des résultats. Un
témoin est préparé pour chacune d’elle avec du sol et de la solution de CaCl2 0,01 M, sans substance d’essai, d’un poids et
d’un volume identiques aux échantillons d’essai. Un échantillon de contrôle préparé uniquement à partir de la substance
d’essai contenue dans une solution de CaCl2 0,01 M (sans sol) est soumis à la même procédure d’essai afin de se prémunir
contre l’imprévu.

Le pourcentage d’adsorption est calculé à chaque instantA ti
et/ou intervalle de tempsA ti∆ (selon les besoins). Il est

porté sur un graphe en fonction du temps. Le coefficient de distribution Kd à l’équilibre ainsi que le coefficient
d’adsorption normalisé basé sur la teneur en carbone organique Koc (pour les substances chimiques non polaires) sont
également calculés.

Résultats de l’essai de cinétique d’adsorption

La valeur linéaire Kd, qui exprime la mobilité inhérente des substances chimiques dans le sol, est généralement
suffisamment précise pour décrire le comportement de sorption du sol (35)(78). Les substances chimiques dont Kd est≤ 1
cm3 g-1 sont en général considérées comme étant mobiles. Mac Gall et coll. ont élaboré un système de classification de la
mobilité fondé sur les valeurs Koc (16). Il existe également des systèmes de classification de la lixiviation fondés sur la
relation entre Koc et DT-503 (32)(79).

Selon les études d’analyse d’erreurs (61), les valeurs Kd inférieures à 0.3 cm3 g-1 ne peuvent pas être estimées avec
précision à partir d’une diminution de la concentration dans la phase aqueuse, même si l’on applique le rapport sol/solution
le plus favorable (sur le plan de la précision), c’est-à-dire 1:1. Dans ce cas, l’analyse des deux phases (sol et solution) est
recommandée.

3 DT-50: temps de dégradation de 50% de la substance d’essai.



En ce qui concerne les remarques précédentes, il est conseillé de poursuivre l’étude du comportement de sorption d’un
produit chimique dans le sol et de sa mobilité potentielle en déterminant les isothermes d’adsorption de Freundlich des
systèmes dont on peut déterminer précisément Kd grâce au protocole expérimental suivi dans la présente méthode. Il suffit
pour cela que la valeur obtenue en multipliant Kd avec le rapport sol/solution soit > 0.3 - lorsque les mesures reposent sur la
baisse de concentration de la phase aqueuse (méthode indirecte) -ou > 0.1 lorsque les deux phases sont analysées (méthode
directe) (61).

1.9.2.5 Phase 3 - Isothermes d’adsorption, cinétique de désorption et isothermes de désorption

1 . 9 . 2 . 5 . 1 Isot h ermes d ’ad sorp t i on

On utilise cinq concentrations de substances d’essai couvrant de préférence deux ordres de grandeur. La solubilité dans
l’eau et les concentrations à l’équilibre de la phase aqueuse qui en résultent sont prises en compte lors du choix de ces
concentrations. Il convient de garder le même rapport sol/solution par sol tout au long de l’étude. L’essai d’adsorption est
effectué selon la description ci-dessus, à la différence près que la phase aqueuse est analysée une seule fois, au moment où
le point d’équilibre déterminé au cours de la phase 2 est atteint. Les concentrations à l’équilibre dans la solution sont
déterminées et la quantité adsorbée est calculée à partir de la déplétion de la substance dans la solution ou avec la méthode
directe. La masse adsorbée par unité de masse de sol est portée sur un graphe en fonction de la concentration à l’équilibre
de la substance (voir le chapitre “Présentation des données”).

Résultats de l’essai relatif aux isothermes d’adsorption

De tous les modèles mathématiques d’adsorption proposés jusqu’à présent, l’isotherme de Freundlich est le plus
fréquemment utilisé pour décrire les processus d’adsorption. On peut trouver de plus amples informations sur
l’interprétation et l’importance des modèles d’adsorption dans la bibliographie (41)(45)(80)(81)(82).

Remarque: il est bon de mentionner qu’une comparaison des valeurs KF (coefficient d’adsorption de Freundlich) de
différentes substances n’est possible que si ces valeurs sont exprimées en unités identiques (83).

1 . 9 . 2 . 5 . 2 C i n ét i q u e d e d ésorp t i on

Cet essai vise à évaluer le caractère réversible ou irréversible de l’adsorption d’une substance sur un sol. C’est une
information importante dans la mesure où le processus de désorption joue un rôle non négligeable dans le comportement
d’une substance chimique dans un sol. Ces données sur la désorption peuvent également servir à élaborer des modèles
informatisés de simulation du lessivage et de l’écoulement des substances dissoutes. Si l’on souhaite effectuer une étude
de désorption, il est conseillé d’effectuer l’étude ci-après pour tous les systèmes dont on aura pu déterminer Kd au cours de
l’essai sur la cinétique d’adsorption précédent.

Comme pour l’étude sur la cinétique d’adsorption, l’essai sur la cinétique de désorption peut se faire selon la méthode
parallèle ou la méthode séquentielle. Le choix de la méthode est laissé à l’appréciation de l’expérimentateur, qui devra
considérer les disponibilités en équipements de laboratoire et en ressources.



(a) méthode parallèle: on prépare, pour chaque sol inclus dans l’étude de désorption, des échantillons ayant un rapport
sol/solution identique, leur nombre étant égal aux intervalles de temps auxquels on souhaite étudier la cinétique de
désorption. Il est préférable d’utiliser les mêmes intervalles de temps que pour l’étude sur la cinétique d’adsorption. Le
temps total peut cependant être étendu de manière que le système parvienne à l’équilibre de désorption. On prépare un
témoin pour chaque expérience (un sol, une solution) à partir de sol et d’une solution de CaCl2 0,01 M (sans substance
d’essai), d’un poids et d’un volume identiques à ceux de l’expérience. La substance d’essai dans une solution de CaCl2

0,01 M (sans sol) est soumise à la même procédure d’essai en tant qu’échantillon de contrôle. Tous les mélanges
sol/solution sont agités jusqu’à l’équilibre d’adsorption (tel qu’il a été déterminé dans la phase 2). Les phases sont ensuite
séparées par centrifugation et les phases aqueuses sont extraites le plus complètement possible. Le volume de solution
extrait est remplacé par un volume égal de CaCl2 0,01 M ne contenant pas de substance d’essai et ces mélanges sont à
nouveau agités. La phase aqueuse du premier tube est récupérée le plus complètement possible puis mesurée après 2 h,
par exemple, celle du deuxième tube après 4 h, celle du troisième après 6 h, etc., jusqu’à ce que l’équilibre de désorption
soit atteint.

(b) méthode séquentielle: après l’essai de cinétique d’adsorption, le mélange est centrifugé et la phase aqueuse est extraite
le plus complètement possible. Le volume de solution extrait est remplacé par un volume égal de CaCl2 0,01 M sans
substance d’essai. Ce mélange est agité jusqu’à ce que l’équilibre de désorption soit atteint. Pendant ce temps, le mélange
est centrifugé à des intervalles de temps définis afin de séparer les phases. Une petite aliquote de la phase aqueuse est
immédiatement analysée afin de rechercher la substance d’essai, puis on poursuit l’expérience avec le mélange original. Le
volume de chaque aliquote ne devrait pas dépasser 1% du volume total. La même quantité de solution fraîche de CaCl2

0,01 M est ajoutée au mélange afin de maintenir le rapport sol/solution, puis celui-ci est agité jusqu’au prochain intervalle
de temps.

Le pourcentage de désorption est calculé à chaque temps(Dti
) et/ou intervalle de temps(D ti∆ ) (selon les besoins de

l’étude), puis il est porté sur un graphique en fonction du temps. Le coefficient de désorption Kdes à l’équilibre est
également calculé. Toutes les équations applicables sont données dans le chapitre “Présentation des données” de l’annexe
5.

Résultats de l’essai de cinétique de désorption

L’inscription sur un même graphe du pourcentage de désorptionDti
et d’adsorptionA ti

en fonction du temps permet

d’estimer la réversibilité du processus d’adsorption. L’adsorption est jugée réversible si l’équilibre de désorption est atteint
avant le double de temps nécessaire à l’équilibre d’adsorption et si la désorption totale est supérieure à 75% de la quantité
adsorbée.

1 . 9 . 2 . 5 . 3 Isot h ermes d e d ésorp t i on

Les isothermes de désorption de Freundlich sont déterminés sur les sols utilisés lors de l’expérience relative aux isothermes
d’adsorption. L’essai de désorption est réalisé selon les modalités décrites dans le chapitre “Cinétique de désorption”, à la
différence près que la phase aqueuse n’est analysée qu’une fois, à l’équilibre de désorption. On calcule ensuite la quantité
de substance désorbée. La quantité de substance restant adsorbée sur le sol à l’équilibre de désorption est portée sur un
graphe en fonction de la concentration d’équilibre de la substance d’essai en solution (voir le chapitre “Présentation des
données” et l’annexe 5).

2. PRESENTATION DES DONNEES

Les données analytiques sont présentées sous forme de tableaux (voir l’annexe 6) dans lesquels figurent les mesures et les
moyennes calculées. Les isothermes d’adsorption sont représentés sous forme de graphiques. Les calculs sont effectués
selon les modalités présentées ci-après.

Pour les besoins de l’essai, on estime que le poids de 1 cm3 de solution aqueuse est de 1g. Le rapport sol/solution peut être
exprimé en M/M ou M/vol.



2.1 ADSORPTION

L’adsorption (A ti
) est définie comme le pourcentage de substance adsorbée sur le sol en fonction de la quantité présente

au début de l’essai, dans les conditions de l’essai. Si la substance est stable et qu’elle n’adsorbe pas de manière
significative sur la paroi du récipient,A ti

est calculé à chaque instant ti selon l’équation suivante:

A ti
=

ms
ads(t i ) 100

0m
(%)

⋅
(3)

où:

A ti
= est le pourcentage d’adsorption à l’instant ti (%);

ms
ads

(ti ) = est la masse de substance d’essai adsorbée sur le sol durant le temps ti (µg);

m0 = est la masse de substance dans le tube au début de l’essai (µg).

L’annexe 5 donne des informations détaillées sur le mode de calcul du pourcentage d’adsorptionA ti
avec les méthodes

parallèles et séquentielles.

Le coefficient de répartition Kd est le rapport entre le contenu de la substance dans le sol et sa concentration massique dans
la solution aqueuse, dans les conditions d’essai, lorsque l’équilibre d’adsorption est atteint.

Soit:

dK =
Cs

ads
(eq)

Caq
ads

(eq)

ms
ads

(eq)

maq
ads

(eq)

V0

msoil

= (cm3 g-1) (4)

où:

Cs
ads

eq( ) = est la concentration de la substance adsorbée sur le sol à l’équilibre d’adsorption (µg g-1);

Caq
ads

(eq) = est la concentration massique de la substance dans la phase aqueuse à l’équilibre d’adsorption (µg cm-3). Elle

est déterminée par analyse en tenant compte des valeurs données par les témoins.

ms
ads

(eq) = est la masse de substance adsorbée sur le sol à l’équilibre d’adsorption (µg);

maq
ads

eq( ) = est la masse de substance dans la solution à l’équilibre d’adsorption (µg);

msoil = est la quantité de phase de sol exprimée en masse sèche de sol (g);

V0 = est le volume initial de la phase aqueuse en contact avec le sol (cm3).

La relation entre Aeq et Kdest donnée par l’équation suivante:

dK =
A eq

100 - Aeq
. 0V

msoil
(cm3g-1) (5)



où:

Aeq = est le pourcentage d’adsorption à l’équilibre d’adsorption ( %).

Le coefficient normalisé basé sur la teneur en carbone organique Koc lie le coefficient de répartition Kd à la teneur en
carbone organique de l’échantillon de sol:

soit:

%

100
.K d=K oc oc

(cm3 g-1) (6)

où:

%OC = est le pourcentage de carbone organique dans l’échantillon de sol (g g-1).

Le coefficient Koc représente une valeur unique qui caractérise principalement le partage de substances chimiques non
polaires entre le carbone organique dans le sol ou sédiment et eau. L’adsorption de ces substances est liée à la teneur
organique du solide adsorbant (7); les valeurs Koc dépendent donc des caractéristiques spécifiques des fractions humiques
dont la capacité de sorption varie considérablement selon l’origine, la genèse, etc.

2.1.1 Isothermes d’adsorption

L’équation des isothermes d’adsorption de Freundlich lie la quantité de substance adsorbée à la concentration de substance
en solution à l’équilibre (équation 8).

Les données sont traitées comme dans le chapitre “Adsorption". On calcule pour chaque tube d’essai la quantité de la

substance adsorbée sur le sol après l’essai d’adsorption (Cs
ads

eq( ) , noté ailleurs x/m).

On suppose que l’équilibre a été atteint et queCs
ads

eq( ) représente la valeur d’équilibre:

[ ]
soilm

Veqads
aqCC

soilm

eqads
sm

=(eq)ads
sC

00 ⋅−
=

)()(
(µg g-1) (7)

L’adsorption de Freundlich est donnée par l’équation suivante (8):

Cs
ads(eq) = KF

ads 1/n
Caq

ads eq⋅ ( ) (µg g-1) (8)

ou, sous sa forme linéaire, par:

logCs
ads(eq) = logKF

ads + 1 n logCaq
ads(eq)⋅ (9)



où:

ads
FK = est le coefficient d’adsorption de Freundlich; il se mesure en cm3 g-1 uniquement si 1/n = 1; dans tous les `

autres cas, la pente l/n s’écrit ads
FK (µg1-1/n(cm3)1/n g-1);

n = est la constante de régression; 1/n est généralement compris entre 0.7 et 1.0, ce qui indique que la donnée de
sorption est fréquemment légèrement non linéaire.

Les équations (8) et (9) sont portées sur un graphique et les valeursads
FK et 1/n sont calculées au moyen d’une analyse de

régression utilisant l’équation 9. Le coefficient de corrélation r2 de l’équation logarithmique est également calculé. La
figure 2 donne des exemples de graphes.

CA S oil logCA S oil

CA W logCA W

Fig. 2.Graphique d’adsorption de Freundlich, normalisé et linéarisé

2.1.2 Bilan matière

Le bilan matière (MB) correspond au pourcentage de substance récupéré par analyse après un essai d’adsorption par
rapport à la quantité nominale de substance présente au début de l’essai.

Le traitement des données est différent si le solvant est complètement miscible avec l’eau. On peut dans ce cas appliquer le
traitement des données visé au chapitre “Désorption” pour déterminer la quantité de substance extraite par solvant. Si
celui-ci est moins miscible avec l’eau, il convient de déterminer la quantité récupérée.

Le bilan matière de l’adsorption est calculé de la manière suivante: on suppose que le terme (mE) correspond à la somme
des masses de substance extraites du sol et de la surface du récipient d’essai au moyen d’un solvant organique.

soit:

MB =
( recV . Caq

ads
(eq) + mE ) 100

0V . 0C
(%)

⋅
(10)

où:

MB = est le bilan matière (%);

mE = est la masse totale de substance extraite en deux étapes du sol et des parois du récipient (µg);

C0 = est la concentration massique initiale de la solution en contact avec le sol (µg cm-3);

Vrec = est le volume de surnageant récupéré à l’équilibre d’adsorption (cm-3).



2.2 DESORPTION

La désorption (D) est définie comme le pourcentage de substance désorbée, rapporté à la quantité de substance
préalablement adsorbée, dans les conditions d’essai:

soit:

D ti

maq
des

t i

ms
ads

eq
100 (%)= ⋅

( )

( )
(11)

où:

itD = est le pourcentage de désorption à l’instant ti (%);

)(tm i
des
aq = est la masse de substance désorbée à partir du sol à l’instant ti, (µg);

ms
ads

eq( ) = est la masse de substance adsorbée sur le sol à l’équilibre d’adsorption, (µg).

L’annexe 5 donne des informations détaillées sur la manière de calculer le pourcentage de désorptionDti
par la méthode

parallèle et séquentielle.

Le coefficient de désorption apparente (Kdes) correspond, dans les conditions d’essai, au rapport entre le contenu de la
substance restant dans la phase du sol et la concentration massique de la substance désorbée dans la solution aqueuse,
lorsque l’équilibre de désorption est atteint:

soit:

des
s
ads

aq
des

aq
des

T

soil
K =

m eq m eq

m (eq)

V

m

( ) ( )−
(cm3 g-1) (12)

où:

Kdes = est le coefficient de désorption (cm3 g-1);

maq
des

eq)( = est la masse totale de substance désorbée à partir du sol à l’équilibre de désorption (µg);

VT = est le volume total de la phase aqueuse en contact avec le sol durant l’essai de cinétique de
désorption (cm3).

Le chapitre “Désorption” de l’annexe 5 explique comment calculermaq
des

eq( ) .

Remarque

Si l’essai d’adsorption a été réalisé avec la méthode parallèle, le volume VT de l’équation (12) est estimé égal à V0.

2.2.1 Isothermes de désorption

L’équation des isothermes de désorption de Freundlich relie la quantité de la substance restant adsorbée sur le sol à la
concentration de substance en solution à l’équilibre de désorption (équation 16).

La quantité de substance restant adsorbée sur le sol à l’équilibre de désorption est calculé pour chaque tube de la manière
suivante:

Cs
des

(eq)
ms

ads
(eq) maq

des
(eq)

msoil

=
−

(µg g-1) (13)

)(eqmdes
aq est défini comme :



maq
des(eq) = mm

des(eq)
V0
Vr

F
maq

A⋅ − (µg) (14)

où:

(eq)des
sC = est la quantité de la substance restant adsorbée sur le sol à l’équilibre de désorption (µg g-1);

(eq)mdes
m = est la masse de substance déterminée par analyse dans la phase aqueuse à l’équilibre de

désorption (µg);

A
aqm = est la masse de substance restant après l’équilibre d’adsorption en raison d’un remplacement volumique

incompletµg);

)(eqmdes
aq = est la masse de substance en solution à l’équilibre d’adsorption (µg);

maq
A

maq
ads

eq
V0 VR

V0

= ⋅
−�

�
�

�

�
�( ) (15)

Vr
F

= est le volume de solution prélevé du tube afin de mesurer la substance, à l’équilibre de désorption (cm³)

VR = est le volume de surnageant extrait du tube après obtention de l’équilibre d’adsorption et remplacé par le
même volume de CaCl2 0,01 M (cm3);

L’équation de la désorption de Freundlich s’écrit (16):

Cs
des(eq) = KF

des.
1/n

Caq
deseq( ) (µg g-1) (16)

ou, sous une forme linéaire:

logC = logKF
des

+ 1 n logCs
des

eq aq
des

eq( ) ( )⋅ (17)

où:

K F
des

= est le coefficient de désorption de Freundlich;

n = est la constante de régression;

)eq(
des
aqC = est la concentration massique de substance dans la phase aqueuse à l’équilibre de désorption (µg cm-3).



Les équations (16) et (17) peuvent être portées sur un graphique et les valeursK F
des

et 1/n sont calculées au moyen d’une

analyse de régression en utilisant l’équation 17.

Remarque:

Si l’exposant d’adsorption ou de désorption de Freundlich 1/n est égal à 1, les constantes d’adsorption ou de désorption de

Freundlich (K F
ads

et K F
des

) sont identiques aux constantes d’adsorption ou de désorption à l’équilibre (Kd et Kdes) et les

graphiques de Cs en fonction de Caq seront linéaires. Si les exposants ne sont pas égaux à 1, les graphiques de Cs en
fonction de Caqseront non linéaires et les constantes d’adsorption et de désorption varieront selon les isothermes.

2.2.2 PROCES-VERBAL D’ESSAI

Le procès-verbal doit comprendre les informations suivantes:

— Identification complète des échantillons de sol utilisés, à savoir:

- références géographiques du site (latitude, longitude);

- date de l’échantillonnage;

- origine (sol agricole, forêt, etc.);

- profondeur de l’échantillonnage;

- contenu en sable/limon/argile;

- valeurs du pH (dans CaCl2 0,01M);

- teneur en carbone organique;

- teneur en matière organique;

- teneur en azote;

- rapport C/N;

- capacité d’échange cationique (mmol/kg);

- toutes les informations sur la collecte et le stockage des échantillons de sol;

- le cas échéant, toutes les informations utiles à l’interprétation de l’adsorption et de la désorption de la substance
testée;

- la référence aux méthodes utilisées pour déterminer chaque paramètre;

— le cas échéant, des informations sur la substance à tester;

— la température des essais;

— les conditions de centrifugation;

— le procédé utilisé pour analyser la substance;

— les raisons motivant l’emploi d’un agent solubilisant pour préparer la solution de substance de réserve;

— les raisons expliquant les corrections de calcul, le cas échéant;

— les données relatives au formulaire (annexe 6) et à la présentation graphique;

— toutes les informations et observations utiles pour interpréter les résultats des essais.
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ANNEXE 1

Organigramme d’essai
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ANNEXE 2

LES EFFETS DE LA PRECISION DE LA METHODE ANALYTIQUE ET DES VARIATIONS DE
CONCENTRATION SUR LA PRECISION DES RESULTATS DE L’ADSORPTION

Il ressort clairement du tableau suivant (84) que si la différence entre la masse initiale (m0=110 µg) et la masse

( ms
ads

eq( ) =100µg) de la substance dans la solution à l’équilibre est très faible, une erreur de 5% dans la mesure de

la concentration à l’équilibre fausse de 50% le calcul dela quantité de la substance adsorbée sur le sol (ms
ads

eq( ) ) et

de 52.4% le calcul de Kd.

Quantité de sol msoil = 10 g
Volume de solution V0 = 100 cm3

)eq(mads
aq

(µg)

)eq(Cads
aq

(µg cm-3)
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s

*
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*
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* ms
ads(eq) = m0 - maq

ads eq( ) , Cs
ads(eq) =

C0 - Caq
ads(eq) V0

msoil

�
��

�
�� , dK =

ms
ads(eq)

maq
ads(eq)

V0
msoil

ms
ads(eq) est la masse de substance dans la phase de sol à l’équilibre (µg);

maq
ads eq( ) est la masse de substance dans la phase aqueuse à l’équilibre (µg);

Cs
ads(eq) est la concentration de substance dans la phase de sol à l’équilibre (µg g-1);

Caq
ads(eq) est la concentration massique de la substance dans la phase aqueuse à l’équilibre;µg cm-3;

R est l’erreur analytique lors du calcul demaq
ads(eq);

R‡ est l’erreur calculée due à l’erreur analytique R.



ANNEXE 3

TECHNIQUES D’ESTIMATION DE K d

1. Les techniques d’estimation permettent de prédire Kd en se fondant sur des corrélations avec des valeurs Pow,
(12)(39)(63-68), avec des données sur l’hydrosolubilité (12)(19)(21)(39)(68-73) ou avec des données sur la polarité
obtenues par HPLC en phase inversée (74-76). Comme le montrent les tableaux 1 et 2, on calcule Koc ou Kom à partir de
ces équations puis on obtient, indirectement, Kd à partir des équations suivantes:

ocK = dK .
100

%oc
(cm3 g-1) omK =

dK

1.724
.

100

%oc
(cm3 g-1)

2. Ces corrélations se fondent sur deux hypothèses: 1) c’est la matière organique du sol qui influence principalement
l’adsorption d’une substance; 2) les interactions en jeu sont essentiellement non polaires. Il en résulte que ces corrélations:
1) ne sont pas applicables aux substances polaires, ou uniquement de manière limitée et: 2) qu’elles ne s’appliquent pas
lorsque la teneur en matière organique du sol est très faible (12). Par ailleurs, si l’on a trouvé des corrélations satisfaisantes
entre Pow et l’adsorption (19), on ne peut pas en dire autant des relations entre l’hydrosolubilité et l’étendue de l’adsorption
(19)(21); les études sont par conséquent très contradictoires.

3. Les tableaux 1 et 2 donnent quelques exemples de corrélations entre le coefficient d’adsorption et, respectivement, le
coefficient de partage octanol-eau et l’hydrosolubilité.

Tableau 1. Exemples de corrélations entre le coefficient de distribution de l’adsorption et le coefficient de
partage octanol-eau; pour d’autres exemples voir (12) (68).

Substances Corrélations Auteurs

Urée substituée log Kom = 0.69 + 0.52 log Pow Briggs (1981) (39)

Substances aromatiques

chlorées

log Koc = - 0.779+ 0.904 log Pow Chiouet al. (1983) (65)

Divers pesticides log Kom = 4.4 + 0.72 log Pow Gerstl et Mingelgrin (1984) (66)

Hydrocarbures aromatiques log Koc = -2.53 + 1.15 log Pow Vowles et Mantoura (1987) (67)

Tableau 2. Exemples de corrélations entre le coefficient de distribution de l’adsorption et
l’hydrosolubilité; pour d’autres exemples voir (68) (69).

Composés Corrélations Auteurs

Divers pesticides log Kom= 3.8 - 0.561 log Sw Gerstl et Mingelgrin (1984) (66)

Substances aliphatiques

aromatiques chlorées

log Kom = (4.040 +/- 0.038) - (0.557

+/- 0.012) log Sw

Chiouet al. (1979) (70)

α -naphtol logKoc = 4.273 - 0.686 log Sw Hasset et al. (1981) (71)

Substances cycliques

aliphatiques chlorées

logKoc = - 1.405 - 0.921 log Sw -

0.00953 (mp-25)

Karickhoff (1981) (72)

Divers composés log Kom = 2.75 - 0.45 log Sw Moreale van Blade (1982) (73)



ANNEXE 4

CALCUL DES CONDITIONS DE CENTRIFUGATION

1. Le temps de centrifugation est donné par la formule suivante (on suppose que les particules sont sphériques):

t = 9
2

[
s2 2rp ( aq)

]ln (Rb
Rt)

η
ω ρ ρ−

(1)

Par commodité, tous les paramètres sont indiqués en unités n’appartenant pas au SI (g, cm).

ω = vitesse de rotation (=2π rpm/60), rad s-1;

rpm = tours par minute;

η = viscosité de la solution, g s-1 cm-1;

rp = rayon des particules, cm;

ρs = densité du sol, g cm-3;

ρaq = densité de la solution, g cm-3;

Rt = distance entre le centre du rotor de la centrifugeuse et le haut de la solution dans le tube de la
centrifugeuse, cm;

Rb = distance entre le centre du rotor de la centrifugeuse et la base du tube de la centrifugeuse, cm;

Rb-Rt = longueur du mélange sol/solution dans le tube de la centrifugeuse, cm.

Dans la pratique, le double du temps calculé est nécessaire pour obtenir une séparation complète.

2. On peut simplifier l’équation (1) si l’on considère que la viscosité (η) et la densité (ρaq) de la solution sont égales à
la viscosité et à la densité de l’eau à 25 °C; dans ce cas,η = 8.95 x 10-3g s-1cm-1 et ρaq = 1.0 g.cm-3.

Le temps de centrifugation est donné par l’équation (2):

3. L’équation (2) montre l’importance des paramètres du temps (t) et de la vitesse (rpm) pour définir les conditions de
centrifugation permettant de séparer des particules d’une taille définie (c.-à-d. d’un rayon de 0.1 µm dans notre cas):
1) la densité du sol et 2) la longueur du mélange dans le tube de la centrifugeuse (Rb-Rt) déterminent la distance
qu’une particule de sol doit parcourir entre le haut de la solution et la base du tube; il apparaît que, pour un volume
fixe, la longueur du mélange dans le tube dépend du carré du rayon du tube.

4. La figure 1 présente les différents temps de centrifugation (t) en fonction de la vitesse de centrifugation (rpm) pour
differentes densités du sol (ρs) (fig.1a) et pour differentes longueurs du mélange dans les tubes de la centrifugeuse
(fig.2a). La fig.1a montre nettement l’influence de la densité du sol. Pour une centrifugation classique de 3000 rpm, le
temps de centrifugation est d’environ 240 min pour une densité du sol de 1.2 g cm3, alors qu’il n’est que de 50 min
pour 2.0 g cm3. La fig 1b montre d’une manière similaire que, pour une centrifugation classique de 3000 rpm, le
temps de centrifugation est d’environ 50 min pour un mélange de 10 cm de long et de seulement 7 min pour une
longueur de 1 cm. Il convient cependant de trouver un compromis optimal entre un mode de centrifugation exigeant le
moins de longueur possible et la séparation commode des phases après la centrifugation.
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5. De plus, lorsque l’on définit les conditions expérimentales de la séparation sol/solution, il importe de considérer
l’existence d’une troisième “pseudo-phase”, les colloïdes. Ces particules, d’une taille inférieure à 0.2µm, peuvent
influencer de manière significative le mécanisme d’adsorption d’une substance dans une suspension de sol. Après la
centrifugation, réalisée comme cela est décrit ci-dessus, les colloïdes restent dans la phase aqueuse et sont analysés en
même temps que celle-ci. On perd donc les informations sur leur impact.

Si le laboratoire dispose d’équipements d’ultracentrifugation ou d’ultrafiltration, il peut étudier plus en détail
l’adsorption/désorption d’une substance dans le sol et obtenir des informations sur l’adsorption de la substance sur les
colloïdes. Il faut effectuer dans ce cas une ultracentrifugation à 60,000 rpm/min ou une ultrafiltration avec des filtres d’une
porosité de 100,000 dalton pour séparer les trois phases, sol, colloïdes, solution. Le protocole d’essai doit être modifié en
conséquence, afin que les trois phases soient analysées.
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Fig. 1a. Variation du temps de centrifugation (t) en fonction de la vitesse de centrifugation (rpm) et de la densité du
sol.
(ρs). Rt = 10 cm, Rb -Rt = 10 cm,η = 8.95 x 10-3g s-1cm-1 et ρaq = 1.0 g.cm-3 à 25 °C.
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Fig. 1b. Variation du temps de centrifugation (t) en fonction de la vitesse de centrifugation (rpm) et de la longueur
du mélange dans le tube de la centrifugeuse (Rb -Rt) = L; Rt = 10 cm,η = 8.95 x 10-3g s-1cm-1, ρaq = 1.0
g.cm-3 à 25 °C andρs = 2.0 g cm-3.



ANNEXE 5

CALCUL DE L’ADSORPTION A (%) ET DE LA DESORPTION D (%)

Organisation de l’essai dans le temps:

t0 t1 t2 tntn-1tn-2

∆∆∆∆t1 ∆∆∆∆t2 ∆∆∆∆tn-1 ∆∆∆∆tn

Temps t

On suppose pour tous les calculs que la substance d’essai est stable et qu’elle n’adsorbe pas de manière significative
sur les parois du récipient.

ADSORPTION A (A%)

a) Méthode parallèle

Le pourcentage d’adsorption est calculé pour chaque tube d’essai (i) au temps (ti) selon l’équation suivante:

(%)
m

100)i(tads
sm

=
it

A
0

⋅
(1)4

On peut calculer ainsi les termes de l’équation:

g)(V.C=m 000 µ (2)

g)(V)i(tads
aqC-m=)i(tads

sm 00 µ⋅ (3)

où

A ti
= pourcentage d’adsorption (%) au temps ti;

ms
ads ti( ) = masse de substance d’essai sur le sol au moment ti où l’analyse est effectuée (µg);

m0 = masse de la substance d’essai dans le tube au début de l’essai (µg);

C0 = concentration massique initiale de la solution en contact avec le sol (µg cm-3);

Caq
ads(t i ) = concentration massique de la substance dans la phase aqueuse au temps ti où l’analyse

est effectuée (µg cm-3); cette concentration est déterminée par analyse en tenant compte des
valeurs données par les témoins.

V0 = volume initial de la solution en contact avec le sol (cm3).

Les valeurs du pourcentage d’adsorption itA ouCaq
ads(t i ) sont portées sur un graphe en fonction du temps', puis on

détermine le temps mis pour atteindre l’équilibre de sorption (voir les fig. 1 et 2).

4
Équation applicable à la méthode directe et indirecte. Toutes les autres équations s’appliquent uniquement à la

méthode indirecte.
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Fig.2. Concentration massique de la substance d’essai dans la phase aqueuse (Caq) en fonction du temps



b) Méthode séquentielle

Les équations suivantes tiennent compte du fait que le procédé d’adsorption s’opère en mesurant la substance d’essai
dans de petites aliquotes de la phase aqueuse à des intervalles de temps précis.

• Durant chaque intervalle de temps, la quantité de substance adsorbée sur le sol est calculée comme suit:

- pour le premier intervalle de temps∆t1 = t1- t0

ms
ads t1 m0 mm

ads t
V0

va
A

( ) ( )∆ = − ⋅
�

�

�
�

�

�

�
�1 (4)

- pour le deuxième intervalle de temps∆t2 = t2- t1

ms
ads t2 mm

ads t
V0
va

A
mm

ads t
V0 va

A

va
A

( ) ( ) ( )∆ = ⋅ − ⋅
−�

�

�
�

�

�

�
�

�

�

�
�
�

�

�

�
�
�1 2 (5)

- pour le troisième intervalle de temps∆t3 = t3- t2

ms
ads t mm

ads t
V0 va

A

va
A

mm
ads t

V0 va
A

va
A

( ) ( ) ( )∆ 3 2 3
2

= ⋅
−

− ⋅
− ⋅�

�

�
�
�

�

�

�
�
�

�

�

�
�
�

�

�

�
�
�

(6)

- pour le nièmeintervalle de temps∆tn = tn- tn-1

( ) ( )
ms

ads tn mm
ads(t n 1)

V0 n 2 va
A

va
A

mm
ads(tn

V0 n 1 va
A

va
A

( ) )∆ = − ⋅
− − ⋅

− ⋅
− − ⋅�

�

�
�
�

�

�

�
�
�

�
�
� �

�
�

�

�

�
�
�
�

�

�

�
�
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�

(7)

• Le pourcentage d’adsorption à chaque intervalle de tempsA ti∆ est calculé selon l’équation suivante:

( )A ti

ms
ads t i

m0
100 %∆

∆
= ⋅

( )
(8)5

tandis que le pourcentage d’adsorption(A ti
) au temps ti est donné par l’équation:

( )A ti

ms
ads j

j= t

ti

m
0

100 %=

�

⋅

( )
∆

∆

1 (9)5

5
Équations applicables à la méthode directe et indirecte. Toutes les autres équations s’appliquent uniquement à la

méthode indirecte.



Les valeurs de l’adsorptionA ti
ou A ti∆ (selon les besoins de l’étude) sont portées sur un graphe en fonction du

temps, puis on détermine le temps mis pour atteindre l’équilibre de sorption.

• Au temps d’équilibre teq:

- la masse de substance adsorbée sur le sol est égale à:

ms
ads eq ms

ads
ti 1

n
t i( ) ( )=

=
�

∆
∆ (10)5

- la masse de substance dans la solution est égale à:

maq
ads eq m0 ms

ads
ti 1

n
t i( ) ( )= −

=
�

∆
∆ (11)5

- et le pourcentage d’adsorption à l’équilibre est égal à:

A eq
ms

ads(eq)
m0

100= ⋅ (%) (12)5

Les paramètres ci-dessus sont définis de la manière suivante:

ms
ads( t1), ms

ads( t2) ,... ,ms
ads( tn)∆ ∆ ∆ = masse de substance adsorbée sur le sol durant les intervalles de temps

∆t1, ∆t2,...,∆tn (µg);

mm
ads(t1), mm

ads(t2) ,... , mn
ads(tn) = masse de substance mesurée dans une aliquoteva

A au temps t1, t2,...tn

(µg);

m
s
ads(eq) = masse de substance adsorbée sur le sol à l’équilibre d’adsorption (µg);

maq
ads eq( ) = masse de substance dans la solution à l’équilibre d’adsorption (µg);

va
A = volume de l’aliquote dans laquelle la substance est mesurée (cm3);

A ti∆ = pourcentage d’adsorption correspondant à l’intervalle de temps∆ti (%);

Aeq = pourcentage d’adsorption à l’équilibre d’adsorption (%).

DESORPTION D (%)

Le temps t0 qui marque le début de l’essai de cinétique de désorption correspond au moment où le volume maximal de
substance récupérée (une fois que l’équilibre d’adsorption a été atteint) est remplacé par un volume égal de solution de
CaCl2 0,01 M.



a) Méthode parallèle

Au temps ti , on mesure la concentration massique de la substance dans la phase aqueuse prélevée dans le tube i (Vr
i ) et la

masse désorbée est calculée selon l’équation suivante:

maq
des t i mm

des(t i )
V0
Vr

i
maq

A( ) = ⋅ −
�

�

�
�

�

�

�
�

(13)

A l’équilibre de désorption ti= teq de sorte quemaq
des(t i ) = maq

des(eq).

La masse de substance désorbée durant l’intervalle de temps (∆ti) est donnée par l’équation suivante:

maq
des( t i ) maq

des(t i ) maq
des(j)

j 1

i 1
∆ = −

=

−
� (14)

Le pourcentage de désorption est calculé comme suit:

• au temps ti avec l’équation:

Dti

maq
des(t i )

ms
ads eq

100 (%)= ⋅
( )

(15)

• durant l’intervalle de temps (∆ti) avec l’équation:

D ti

maq
des t i

ms
ads eq

100 (%)∆
∆

= ⋅
( )

( )
(16)

où:

Dti
= pourcentage de désorption au temps ti (%);

D ti∆ = pourcentage de désorption à l’intervalle de temps∆ti (%);

maq
des(t i ) = masse de substance désorbée au temps ti (µg);

maq
des t i )(∆ = masse de substance désorbée durant l’intervalle de temps∆ti (µg);

mm
des ti( ) = masse de substance mesurée par analyse au temps ti dans un volume de solutionVr

i prélevé

pour l’analyse (µg);

maq
A = masse de substance subsistant après l’équilibre d’adsorption en raison d’un volume de

remplacement insuffisant (µg);



m a q
A m a q

a d s e q
V 0 V R

V 0
= ⋅

−�

�

�
�

�

�

�
�

( ) (17)

maq
ads eq( ) = masse de substance dans la solution à l’équilibre d’adsorption (µg);

VR = volume de surnageant prélevé du tube après obtention de l’équilibre d’adsorption
et remplacé par un volume égal de solution de CaCl2 0,01 M (cm3);

Vr
i = volume de solution prélevé du tube (i) afin de mesurer la substance lors de l’essai de

cinétique de désorption (cm3).

Les valeurs de désorptionDti
ou D ti∆ (selon les besoins de l’étude) sont portées sur un graphe en fonction du

temps, puis on calcule le temps mis pour atteindre l’équilibre de désorption

b) Méthode séquentielle

Les équations ci-après tiennent compte du fait que le procédé d’adsorption a été réalisé en mesurant la substance

d’assai dans de petites aliquotes(va
A ) de la phase aqueuse (voir le chapitre sur la méthode séquentielle dans le

chapitre 1.9 “Réalisation de l’essai”). On suppose a) que le volume de surnageant prélevé du tube après l’essai de
cinétique d’adsorption a été remplacé par un volume égal de solution de CaCl2 0,01 M (VR) et b) que le volume total
de la phase aqueuse en contact avec le sol (VT) durant l’essai de cinétique de désorption reste constant et égal à
l’équation suivante:

VT Vo va
A i

i 1

n
= −

=
� ( ) (18)

Au temps ti:

• La masse de substance est mesurée dans une petite aliquote(va
D) et la masse désorbée est calculée selon

l’équation suivante:

( )
maq

des t i mm
des t i

VT
va

D
maq

A
VT i 1 va

D

VT
( ) ( )= ⋅ − ⋅

− − ⋅�
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�
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(19)

• A l’équilibre de désorption ti = teq de sorte quemaq
des(t i ) = maq

des(eq).

• Le pourcentage de désorptionDti
est calculé selon l’équation suivante:

Dti

maq
des t i

ms
ads eq

100 (%)= ⋅
( )

( )
(20)



A l’intervalle de temps (∆ti):

• La quantité de substance désorbée durant chaque intervalle de temps est calculée de la manière suivante:

— pour le premier intervalle de temps∆t1 = t1-t0

maq
des t1 mm

des t
VT
va

D
maq

A( ) ( )∆ = ⋅ −
�

�

�
�

�

�

�
�1 et ms

des t ms
aq eq maq

des t1( ) ( ) ( )1 = − ∆ (21)

— pour le deuxième intervalle de temps∆t2 = t2-t1

maq
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va

D
maq

des t1

VT va
D

VT
maq

A
VT va

D

VT
( ) ( ) ( )∆ ∆= ⋅ − ⋅

−
− ⋅

−�

�

�
�

�

�

�
�

�
�
� �

�
�

�

�

�
�
�
�

�

�

�
�
�
�

�
�
� �

�
�

�

�

�
�
�
�

�

�

�
�
�
�
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∆ ∆ (22)

pour le nème intervalle de temps∆tn = tn tn-1
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Enfin, le pourcentage de désorption à chaque intervalle de tempsD ti∆ est calculé au moyen de l’équation suivante:

( )D ti

maq
des t i

ms
ads eq

100 %∆
∆

= ⋅
( )

( )
(24)

tandis que le pourcentage de désorptionDti
à un moment ti est donné par l’équation ci-dessous:

( )Dti

maq
des j

j t1

ti

m
s
ads eq

100 =
maq

des t i

ms
ads eq

100 %=
=
�

⋅ ⋅

( )

( )

( )

( )

∆

∆

(25)

Les paramètres ci-dessus sont définis de la manière suivante:

m ( t ), m ( t ) ,... ,m ( t )s
des

1 s
des

2 s
des

n∆ ∆ ∆ = masse de substance restant adsorbée sur le sol après les intervalles de

temps∆t1, ∆t2,...,∆tn (µg);

maq
des( t1), maq

des( t2) ,... ,maq
des( tn)∆ ∆ ∆ = masse de substance désorbée durant les intervalles de temps∆t1, ∆t2,...,

∆tn (µg);



m (t ), m (t ) ,... ,m (t )m
des

1 m
des

2 m
des

n = masse de substance mesurée dans une aliquote(va
D) au temps t1,t2,..., tn

(µg);

VT = volume total de la phase aqueuse en contact avec le sol durant l’essai de
cinétique de désorption réalisé avec la méthode séquentielle (cm3);

maq
A = masse de substance subsistant après l’équilibre d’adsorption en raison

d’un volume de remplacement insuffisant (µg);

maq
A

V0 va
A i

i 1

n
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( )

( ) (26)

VR = volume de surnageant extrait du tube après l’obtention de l’équilibre
d’adsorption et remplacé par un volume égale de solution de CaCl2 0,01 M
(cm3);

va
D = volume d’aliquote extrait du tube (i) pour analyse durant l’essai de

cinétique de désorption réalisé avec la méthode séquentielle (cm3);

va
D 0.02 VT≤ ⋅ (27)



ANNEXE 6

ADSORPTION-DESORPTION DANS LES SOLS: PRESENTATION DES DONNEES (formulaires)

Substance testée:

Sol testé:

Teneur du sol en matière sèche (105°C, 12 h):…………………………………………………… ; ;……………%

Température:...............................................................................................................................……….....................°C

Adéquation de la méthode analytique

Poids du sol g

Sol: matière sèche g

Volume de la solution de CaCl2 cm3

Concentr. nominale de la solution finale µg cm-3

Concentr. d’analyse de la solution finale µg cm-3

Méthode analytique utilisée:

Calibration de la méthode analytique:



Substance testée:

Sol testé:

Teneur du sol en matière sèche (105°C, 12 h):………………………………………………….…………………%

Température:.....................................................................................................................................................……...°C

Méthode analytique utilisée: Indirecte Parallèle Séquent.

Directe

Essai d’adsorption: échantillons d’essai

Symbole Unités Temps
d’équilibrage

Temps
d’équilibrage

Temps
d’équilibrage

Temps
d’équilibrage

Tube n°
Poids du sol - g

Sol: matière sèche msoil g

Volume d’eau dans le
sol pesé (calculé)

VWS cm3

Volume de CaCl2

0,01M pour équilibrer
le sol

cm3

Volume de solution de
réserve

cm3

Volume total de phase
aqueuse en contact avec
le sol

V0 cm3

Concentration initiale de
la solution à tester

C0 µg cm-3

Masse de substance au
début de l’essai

m0 µg

Après agitation et centrifugation

Méthode indirecte

Méthode parallèle

Concentration de la
subst. dans la ph. aq.,
correction témoins
incluse

Caqads(ti )
µg cm-3

Méthode séquentielle

Masse de substance
mesurée dans l’aliquote

v a
A

mmadsti( ) µg

Méthode directe
Masse de substance
adsorbée sur le sol

msadsti( ) µg

Calcul de l’adsorption

Adsorption Ati
%

A ti∆ %

Moyennes

Coeff. d’adsorption Kd cm3 g-1

Moyennes

Coeff. d’adsorption Koc cm3 g-1

Moyennes



Substance testée:

Sol testé:

Teneur du sol en matière sèche (105°C, 12 h):………………………………………………………………..%

Température:…………………………………………………………………………………………………..°C

Essai d’adsorption: témoins et contrôles

Symbole Unités Témoin Témoin Contrôle

Tube n°

Poids du sol - g 0 0

Volume d’eau dans le sol pesé
(calculé)

cm3 - -

Volume de solution de CaCl2 0.01
M ajouté

cm3

Volume ajouté de solution de
réserve de la substance

cm3 0 0

Volume total de la phase aqueuse
(calculé)

cm3 - -

Concentr. initiale de la substance
dans la phase aqueuse

µg cm-3

Après agitation et centrifugation

Concentration dans la phase
aqueuse

µg cm-3

Remarque: ajouter des colonnes si nécessaire



Substance testée:

Sol testé:

Teneur du sol en matière sèche (105°C 12 h):…………………………………………………………….……….%

Température:..........................................................................................................................................……...............°C

Bilan matière

Symbole Unités

Tube n°

Poids du sol - g

Sol: matière sèche msoil g

Volume d’eau dans le sol pesé (calculé) VWS ml

Volume de CaCl2 0,01 M pour équilibrer le sol ml

Volume de solution de réserve cm3

Volume total de phase aqueuse en contact avec le
sol

V0 cm3

Concentration initiale de la solution à tester C0 µg cm-3

Temps d’équilibrage - h

Après agitation et centrifugation

Concentr. de la substance dans la phase aqueuse à
l’équilibre d’adsorption, correction témoins
incluse

Caqads(eq) µg cm-3

Temps d’équilibrage teq h

1ère dilution au solvant

Volume extrait de phase aqueuse Vrec cm3

Volume ajouté de solvant ∆V cm3

1ère extraction au solvant

Signal analisé dans le solvant SE1 var.

Concentr. de subst. dans le solvant CE1 µg cm-3

Masse de substance extraite du sol et des parois
du récipient

mE1 µg

2èmedilution au solvant

Volume de solvant extrait ∆Vs cm3

Volume de solvant ajouté ∆V′ cm3

2èmeextraction au solvant

Signal analisé dans le solvant SE2 var.

Concentr. de subst. dans le solvant CE2 µg cm-3

Masse de substance extraite du sol et des parois
du récipient

mE2 µg

Masse totale de subst.; extraction en 2 étapes mE

Bilan matière MB %



Substance testée:

Sol testé:

Teneur du sol en matière sèche (105°C, 12 h):……………………………………………………………………%

Température:………………………………………………………………………………………………………°C

Isothermes d’adsorption

Symbole Unités

Tube n°

Poids du sol - g

Sol: matière sèche E g

Volume d’eau dans le sol pesé
(calculé)

VWS cm3

Volume de CaCl2 0.01 M
pour équilibrer le sol

cm3

Volume de solution de réserve
ajouté

cm3

Volume total de phase
aqueuse en contact avec le sol
(calculé)

V0 cm3

Concentration de la solution C0 µg cm-3

Temps d’équilibrage - h

Après agitation et centrifugation

Concentr. de la subst. dans la
ph. aq., correction témoins
incluse

C (eq)aq
ads µg cm-3

Température °C

Masse adsorbée par unité de
sol

C (eq)s
ads µg g-1

Analyse de régression:

valeur deK F
ads

:

valeur de l/n:
coefficient de régression r2:



Substance testée:

Sol testé:

Teneur du sol en matière sèche (105°C, 12 h):…………………………………………………………………….%

Température:...............................................................................................................................................…….........°C

Méthode analytique utilisée: Indirecte Parallèle Séquent.

Essai de désorption

Symbole Unités Intervalle
de temps

Intervalle
de temps

Intervalle
de temps

Intervalle
de temps

Tube n° provenant de l’essai d’adsorption

Masse de substance adsorbée sur le sol
à l’équilibre d’adsorption

msadseq( ) µg

Volume extrait de ph. aqueuse
remplacé par CaCl2 0,01 M

VR cm3

Volume total de ph. aqueuse PM V0 cm3

en contact avec le sol SM VT cm3

Masse de substance restant après
l’équilibre d’adsorption en raison d’un
volume de remplacement insuffisant

maqA µg

Cinétique de désorption

Masse mesurée de substance désorbée
du sol au temps ti

mmdesti( ) µg

Vol. de sol. extrait du tube (i)
afin de mesurer la substance

PM Vr
i cm3

SM vaD
cm3

Masse de substance désorbée du sol du
sol au temps ti (calculé)

maqdesti( ) µg

Masse de substance désorbée du sol
durant l’intervalle de temps ∆ti

(calculé)

maqdes ti( )∆ µg

Pourcentage de désorption

Désorption au temps tI Dti
%

Désorption à l’intervalle de temps∆ti D ti∆ %

Coefficient de désorption apparente Kdes

PM: Méthode parallèle
SM: Méthode séquentielle



C.19. ESTIMATION DU COEFFICIENT D’ADSORPTION ( KOC) SUR LE SOL ET LES BOUES
D’EPURATION PAR CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE HAUTE PERFORMANCE (HPLC)

1. METHODE

La méthode décrite reprend la ligne directrice n° 121 de l’OCDE (2000).

1.1 INTRODUCTION

On peut décrire le comportement de sorption des substances dans les sols ou les boues d’épuration à l’aide de
paramètres déterminés expérimentalement selon la méthode d’essai C18. Un des paramètres essentiels est le
coefficient d’adsorption, défini comme le rapport entre la concentration d’une substance dans le sol ou les boues
et sa concentration dans la phase aqueuse à l’équilibre d’adsorption. Le coefficient d’adsorption normalisé basé
sur la teneur en carbone organique du sol (Koc) est un bon indicateur de la capacité de liaison d’une substance
chimique à la matière organique du sol ou des boues d’épuration, et permet de comparer les substances
chimiques entre elles. On peut estimer ce paramètre à partir de corrélations entre la solubilité dans l’eau et le
coefficient de partage n-octanol/eau (1)(2)(3)(4)(5)(6)(7).

La méthode expérimentale décrite dans cet essai utilise la HPLC pour estimer le coefficient d’adsorption Koc

dans le sol ou les boues d’épuration (8). Elle donne des résultats beaucoup plus fiables que ceux obtenus par les
calculs de la méthode QSAR (9). En tant que méthode d’estimation, elle ne peut pas être totalement substituée
aux essais par agitation conduits dans le cadre de la méthode d’essai C18. Toutefois, le Koc estimé peut servir à
sélectionner des paramètres d’essai pertinents pour l’étude des processus d’adsorption/désorption suivant la
méthode précitée, grâce au calcul du coefficient de distribution (Kd) ou du coefficient d’adsorption de
Freundlich (Kf) selon l’équation 3 (voir paragraphe 1.2).

1.2 DEFINITIONS

K d est le coefficient de distribution défini comme le rapport des concentrations à l’équilibre (C) d’une substance
d’essai dissoute dans un système à deux phases dont une sorbante (sol ou boues d’épuration) et l’autre aqueuse.
Il est sans unité lorsque les concentrations dans les deux phases sont exprimées en termes de poids par poids. Si
la concentration dans la phase aqueuse est exprimée en poids par volume, les unités sont alors en ml·g-1. Kd est
susceptible de varier en fonction des propriétés du sorbant et peut dépendre de la concentration. On le calcule
selon l’équation suivante:

Kd =

aq

boues

aq

sol

C

C
ou

C

C
(1)

où:

Csol est la concentration de la substance d’essai dans le sol à l’équilibre d’adsorption (µg · g-1);
Cbouesest la concentration de la substance d’essai dans les boues à l’équilibre d’adsorption
(µg · g-1);
Caq est la concentration de la substance d’essai dans la phase aqueuse à l’équilibre d’adsorption
(µg · g-1 , µg · ml-1).



K f est le coefficient d’adsorption de Freundlich, défini comme la concentration de la substance d’essai dans le
sol ou les boues d’épuration (x/m) lorsque la concentration à l’équilibre (Caq) dans la phase aqueuse est égale à
un. Il est exprimé enµg.g-1 de sorbant. Sa valeur peut varier en fonction des propriétés du sorbant. Il se calcule
selon l’équation suivante:

log =
m

x
log Kf +

n

1
⋅ log Caq (2)

où:

x/m est la quantité de substance x (µg) adsorbée sur la quantité de sorbant m (g) à l’équilibre;
1/n est la pente de l’isotherme d’adsorption de Freundlich ;
Caq est la concentration de la substance d’essai dans la phase aqueuse à l’équilibre d’adsorption
(µg ⋅ ml- 1).

Lorsque Caq = 1; log Kf = log
m

x

K oc est le coefficient de distribution (Kd) ou le coefficient d’adsorption de Freundlich (Kf) normalisé basé sur la
teneur en carbone organique (foc) du sorbant. Plus particulièrement dans le cas des substances non-ionisées, il
donne une approximation du degré d’adsorption d’une substance sur le sorbant et permet de faire des
comparaisons entre différents produits chimiques. Dépendant de Kd et de Kf, il peut être sans unité ou
s’exprimer en ml⋅ g-1 ou enµg ⋅ g- 1 de matière organique.
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Comme la relation entre Koc et Kd n’est pas toujours linéaire, les valeurs de Koc peuvent donc varier d’un sol à
l’autre, mais leur variabilité est très réduite par rapport aux valeurs de Kd ou de Kf .

Le coefficient d’adsorption (Koc) se déduit du facteur de capacité (k') à partir de la courbe d’étalonnage de log k'
en fonction de log Koc, tracée pour les composés de référence sélectionnés. L’équation est la suivante:

t0

t-tR
=k 0′ (4)

où:

tR est le temps de rétention de la substance d’essai et de la substance de référence dans la
colonne de HPLC (en minutes);

t0 est le temps mort dans la colonne de HPLC (en minutes) (voir paragraphe 1.8.2).

POW est le coefficient de partage octanol/eau, défini comme le rapport des concentrations d’une substance
dissoute dans l’eau et le n-octanol. Il est sans dimension.
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1.3 SUBSTANCES DE RÉFÉRENCE

Avant d‘utiliser cette méthode, il convient de connaître la formule développée, la pureté et, le cas échéant, la
constante de dissociation des substances de référence. Il est également utile d’être renseigné sur leur solubilité
dans l’eau et les solvants organiques, leur coefficient de partage octanol/eau ainsi que sur leurs caractéristiques
d’hydrolyse.

Pour établir la corrélation entre les résultats expérimentaux de rétention en HPLC d’une substance d’essai et son
coefficient d’adsorption Koc, on doit tracer la courbe d’étalonnage de log Koc en fonction de log k'. Il faudrait
utiliser au minimum six pointsdont au moins un supérieur et un inférieur à la valeur supposée de la substance
d’essai. La précision de la méthode sera d’autant plus grande que les substances de référence employées
présenteront une structure chimique analogue à celle de la substance d’essai. S’il n’est pas possible d’avoir ces
données, l’utilisateur est libre de sélectionner les substances d’étalonnage les mieux adaptées. Il devrait alors
opter pour une série plus générale de substances présentant une hétérogénéité de structure. Les substances et les
valeurs de Koc recommandées à l’usage sont indiquées en annexe, au tableau 1 pour les boues d’épuration et au
tableau 3 pour les sols. Il y aura donc lieu de justifier le choix de toute autre substance d’étalonnage.

1.4 PRINCIPE DE LA METHODE D’ESSAI

La HPLC est réalisée sur des colonnes d’analyse dont la phase solide st composée de résines commerciales
cyanopropyliques contenant des radicaux lipophiles et polaires. On utilise une phase stationnaire modérément
polaire basée sur une matrice de silice:

– O – Si

silice

– CH2 – CH2 – CH2

espaceur apolaire

– CN

radical polaire

Le principe de cette méthode d’essai est analogue à celui de la méthode d’essai A.8 (coefficient de partage,
méthode par HPLC). La substance d’essai, en migrant dans la colonne contenant la phase mobile, interagit avec la
phase stationnaire. La répartition de la substance entre la phase mobile et la phase stationnaire contribue à en
ralentir la progression. La composition de la phase stationnaire qui comporte à la fois des sites polaires et apolaires
fait qu’une interaction est possible entre groupements polaires et radicaux apolaires d’une molécule − à l’instar de
la matière organique dans des matrices de sol ou de boues d’épuration. On peut ainsi établir une relation entre le
temps de rétention sur la colonne et le coefficient d’adsorption sur la matière organique.

Le pH exerce une influence significative, en particulier, sur le comportement de sorption des substances polaires.
En règle générale, le pH varie entre 5,5 et 7,5 dans les sols agricoles et les bassins des stations de traitement des
eaux usées. Les substances ionisables devraient être testées deux fois dans des solutions tampons appropriées, à
savoir sous leur forme ionisée et non-ionisée, mais seulement si la dissociation du composé chimique atteint au
moins 10 pour cent, à des valeurs de pH comprises entre 5,5 et 7,5.

Comme l’évaluation se fonde exclusivement sur la relation entre la rétention sur la colonne de HPLC et le
coefficient d’adsorption, il est inutile de faire appel à une méthode d’analyse quantitative, car seule la
détermination du temps de rétention est nécessaire. A condition de disposer d’une série de substances de référence
appropriées et d’appliquer des conditions expérimentales normalisées, cette méthode constitue un moyen rapide et
efficace d’estimer le coefficient d’adsorption Koc.



1.5 APPLICABILITE DE L’ESSAI

La méthode par HPLC convient aux substances chimiques (marquées ou non) pour lesquelles il existe un système
de détection approprié (spectrophotomètre ou détecteur de radioactivité, par exemple) et qui restent suffisamment
stables tout au long de l’essai. Elle peut s’avérer particulièrement utile pour les substances difficiles à étudier dans
d’autres systèmes expérimentaux (à savoir, les substances volatiles, les substances insolubles dans l’eau à une
concentration mesurable par analyse et les substances présentant une très grande affinité avec la surface des
récipients d’incubation). On peut également l’appliquer à des mélanges qui donnent des bandes d’élution non
résolues. Dans ce cas, il faut déterminer les valeurs limites supérieures et inférieures du log Koc des composants du
mélange d’essai.

Les impuretés risquent parfois de compliquer l’interprétation des résultats de la HPLC, mais leur importance
restera négligeable si la substance d’essai peut être clairement identifiée et séparée des impuretés par une méthode
analytique.

Après avoir été validée pour les substances énumérées au tableau 1 de l’annexe, cette méthode a été appliquée à
toute une série d’autres composés chimiques répertoriés dans les classes chimiques suivantes:

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

– esters d’acides carboxyliques aromatiques (exemples: ester méthylique de l’acide benzoïque,
3,5-dinitrobenzoate d’éthyle);

– hydrocarbures aromatiques (exemples: toluène, xylène, éthylbenzène, nitrobenzène);

– esters de l’acide aryloxyphénoxypropionique (exemples: diclofop-méthyle, fénoxaprop-éthyle,
fénoxaprop-P-éthyle);

– fongicides à base de benzimidazole ou d’imidazole (exemples: carbendazime, fubéridazole, triazoxyde);

– amides de l’acide carboxilique (exemples: 2-chlorobenzamide, N,N-diméthylbenzamide, 3,5-dinitrobenzamide,
N-méthylbenzamide, 2-nitrobenzamide, 3-nitrobenzamide);

– hydrocarbures chlorés (exemples: endosulfan, DDT, hexachlorobenzène, quintozène, 1,2,3-trichlorobenzène);

– insecticides organo-phosphorés (exemples: azinphos-méthyle, disulfoton, phénamiphos, isophenphos,
pyrazophos, sulprophos, triazophos);

– phénols (exemples: phénol, 2-nitrophénol, 4-nitrophénol, pentachlorophénol, trichloro-2,4,6-phénol, 1-naphtol);

– dérivés de la phénylurée (exemples: isoproturon, monolinuron, pencycuron);

– colorants pigmentaires (exemples: Acid yellow 219, Basic Blue 41, Direct Red 81);

– hydrocarbures aromatiques polycycliques (exemples: acénaphthène, naphthalène);

– herbicides à base de triazine-1,3,5 (exemples: prométryne, propazine, simazine, terbutryne);

– dérivés de triazole (exemples: tébuconazole, triadiméfon, tradiménol, triapenthénol).

Cette méthode ne convient pas aux substances réagissant avec l’éluant ou la phase stationnaire. Par ailleurs, elle
n’est pas applicable aux substances qui interagissent de manière spécifique avec des constituants inorganiques
(formation de complexes en grappe avec les minéraux argileux, par exemple). Elle risque d’être inopérante
pour les produits tensio-actifs, les substances inorganiques ainsi que les acides et bases modérés à forts. Elle
permet de déterminer des valeurs de log Koc comprises entre 1,5 et 5,0. Les substances ionisantes doivent être
mesurées dans une phase mobile tamponnée, en prenant toutes les précautions nécessaires pour éviter la
précipitation des composants du tampon ou de la substance d’essai.



1.6 CRITÈRES DE QUALITÉ

1.6.1 Précision

En règle générale, le coefficient d’adsorption d’une substance d’essai peut être estimé à ± 0,5 unités logarithmiques
de la valeur déterminée d’après la méthode par agitation (voir au tableau 1 de l’annexe). Il est possible d’atteindre
une plus grande précision si les substances de référence utilisées présentent une structure chimique analogue à celle
de la substance d’essai.

1.6.2 Répétabilité

Toutes les analyses doivent être répétées au moins deux fois. Les valeurs du log Koc calculées à partir de résultats
expérimentaux doivent être comprises dans un intervalle de 0,25 unités log.

1.6.3 Reproductibilité

L’expérience acquise jusqu’à présent en appliquant la méthode d’essai par HPLC vient en corroborer la validité. A
l’issue d’une étude expérimentant 48 substances (en majorité des pesticides) pour lesquelles existaient des données
fiables concernant le Koc sur des sols, on a obtenu un coefficient de corrélation: R = 0,95 (10) (11).

Un essai comparatif inter-laboratoires conduit par 11 laboratoires a permis d’améliorer et de valider la méthode
(12). Tous les résultats sont reproduits au tableau 2 de l’annexe.

1.7 DESCRIPTION DE LA MÉTHODE D’ESSAI

1.7.1 Estimation préliminaire du coefficient d’adsorption

Le coefficient de partage octanol/eau Pow (= Kow) et, dans une certaine mesure, l’hydrosolubilité peuvent servir
d’indicateurs du degré d’adsorption, en particulier, pour les substances non-ionisées. Ils permettent donc une
première approximation des ordres de grandeur. Une série de corrélations utiles ont été publiées concernant
plusieurs classes de produits chimiques (1)(2)(3)(4)(5)(6)(7).

1.7.2 Appareillage

L’appareillage doit nécessairement comprendre un chromatographe en phase liquide équipé d’une pompe sans
pulsations et d’un système de détection adapté. Il est recommandé d’utiliser une boucle d’injection munie d’une
valve d’injection. Il faut employer des résines commerciales cyanopropyliques liées chimiquement sur une base de
silice (Hypersil ou Zorbax CN, par exemple). Une colonne de garde du même matériau peut être insérée entre le
système d’injection et la colonne d’analyse. La puissance de séparation des colonnes d’analyse est susceptible de
varier énormément d’un fournisseur à l’autre. A titre indicatif, il faudrait atteindre les facteurs de capacité (k')
suivants: log k'> 0,0 pour log Koc = 3,0 et log k' >− 0,4 pour log Koc = 2,0, en utilisant une phase mobile
méthanol/eau 55/45 pour cent .



1.7.3 Phases mobiles

Après avoir testé différentes phases mobiles, on recommande les deux suivantes:

– méthanol/eau (55/45 pour cent v/v),
– méthanol/solution tampon de citrate 0,01M à pH 6,0 (55/45 pour cent v/v).

Le solvant d’élution est préparé à partir de méthanol de qualité HPLC et d’eau distillée ou d’un tampon citrate. Le
mélange est dégazé avant emploi. Il est préférable d’effectuer une élution isocratique. Si les mélanges méthanol/eau
sont contre-indiqués, on peut essayer d’autres mélanges de solvant organique/eau, à savoir éthanol/eau ou
acétonitrile/eau. Dans le cas de composés ionisants, il est recommandé d’utiliser une solution tampon afin de
stabiliser le pH. Il faut veiller à éviter que les sels ne précipitent ou que la colonne ne se détériore, ce qui risque de
se produire avec certains mélanges de phase organique/tampon.

On s’abstiendra d’utiliser des additifs tels que des réactifs à paires d’ions, car ils risquent d’affecter les propriétés
sorbantes de la phase stationnaire. Vu que des modifications de cette nature dans la phase stationnaire risquent
d’être irréversibles, il est impératif d’effectuer les analyses comportant ce type d’additifs sur des colonnes séparées.

1.7.4 Solutés

Les substances de référence et d’essai doivent être dissoutes dans la phase mobile.

1.8 RÉALISATION DE L’ESSAI

1.8.1 Conditions expérimentales

On doit enregistrer la température pendant les mesures. Il est fortement recommandé d’utiliser une colonne placée
dans une enceinte thermorégulée, afin de garantir des conditions de température constantes pendant les différents
cycles d’étalonnage et d’évaluation et la mesure de la substance d’essai.

1.8.2 Détermination du temps mort to

On peut utiliser deux méthodes pour déterminer le temps mort to (voir également au paragraphe 1.2).

1.8.2.1 Détermination du temps mort to au moyen d’une série homologue

Cette procédure a montré qu’il est possible d’obtenir des valeurs de to harmonisées et fiables. Pour sa description, il
faut se reporter à la Méthode d’Essai A.8 “Coefficient de partage n-octanol/eau et méthode d’analyse par HPLC” .

1.8.2.2 Détermination du temps mort to par des substances inertes non retenues sur la colonne

Cette technique met en jeu l’injection de solutions de formamide, d’urée ou de nitrate de sodium. Il convient de
répéter les mesures au moins deux fois.



1.8.3 Détermination des temps de rétention tR

Les substances de référence doivent être sélectionnées selon les indications du paragraphe 1.3. Pour déterminer leur
temps de rétention, on peut les injecter sous la forme d’un étalon composite, à condition d’avoir vérifié au préalable
que le temps de rétention de chaque étalon n’est pas influencé par la présence des autres étalons de référence. Il
faudrait procéder à un étalonnage à intervalles réguliers, au moins deux fois par jour, pour tenir compte de toute
variation imprévue dans le fonctionnement de la colonne. Pour la bonne règle, il est préférable d’injecter les étalons
avant et après la substance d’essai pour s’assurer que les temps de rétention n’ont pas évolué. On injecte chaque
substance d’essai séparément dans des proportions aussi faibles que possible (ce qui évite de surcharger la
colonne), puis on détermine son temps de rétention.

Afin d’accroître la fiabilité des mesures, toutes les déterminations doivent être effectuées au moins en double. Les
valeurs de log Koc déduites des résultats expérimentaux doivent être comprises dans un intervalle de 0,25 unités
log.

1.8.4 Évaluation

Les facteurs de capacité k' sont calculés à partir du temps mort to et des temps de rétention tR des substances de
référence selon l’équation 4 (voir au paragraphe 1.2). Les valeurs de log k' des substances de référence sont
ensuite portées sur une courbe graphique en fonction des valeurs de leur log Koc extraites des essais par
agitation dont les résultats figurent aux tableaux 1 et 3 de l’annexe. A l’aide de cette courbe, la valeur du log Koc

d’une substance d’essai est calculée à partir de son log k'. Si les résultats expérimentaux montrent que le log Koc

de la substance sort de l’intervalle des valeurs d’étalonnage, il convient de recommencer l’essai en employant
d’autres substances de référence plus appropriées.

2. PRÉSENTATION DES DONNÉES

Le rapport d’essai doit comporter les informations suivantes:

– identité, degré de pureté et, le cas échéant, valeurs de pKa des substances d’essai et de référence;

– description des matériels utilisés et des conditions expérimentales, en indiquant le type et les dimensions de
la colonne d’analyse (et de la colonne de garde), du dispositif de détection, de la phase mobile (rapport des
composants et pH), de la plage des températures pendant les mesures;

– temps mort et méthode appliquée pour l’évaluer;

– quantités de substances de référence et d’essai injectées dans la colonne;

– temps de rétention des composés de référence employés pour l’étalonnage;

– détails de la courbe de régression ajustée (log k' en fonction de log Koc) et représentation graphique de cette
courbe;

– valeurs moyennes de rétention et valeur estimée du log Koc de la substance d’essai;

– chromatogrammes.



3. BIBLIOGRAPHIE

(1) W.J. Lyman, W.F. Reehl, D.H. Rosenblatt (ed). (1990). Handbook ofchemical property estimation methods,
chapt. 4, McGraw-Hill, New York.

(2) J. Hodson, N.A. Williams (1988). The estimation of the adsorption coefficient (Koc) for soils by HPLC.
Chemosphere, 17, 1 67.

(3) G.G. Briggs (1981). Theoretical and experimental relationships between soil adsorption, octanol-water partition
coefficients, water solubilities, bioconcentration factors, and the parachor. J. Agric. Food Chem., 29, 1050-1059.

(4) C.T. Chiou, P.E. Porter, D.W. Schmedding (1983). Partition equilibria ofnonionic organic compounds between
soil organic matter and water. Environ. Sci. Technol., 17, 227-231.

(5) Z. Gerstl, U. Mingelgrin (1984). Sorption of organic substances by soils and sediment.
J. Environm. Sci. Health, B19, 297-312.

(6) C.T. Chiou, L.J. Peters, V. H. Freed (1979). A physical concept of soil water equilibria fornonionic organic
compounds, Science, 106, 831-832.

(7) S.W. Karickhoff (1981). Semi-empirical estimation of sorption of hydrophobic pollutants on natural sediments
and soils. Chemosphere, 10, 833-846.

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

(9) M. Mueller, W. Kördel (1996). Comparison of screening methods for the estimation of adsorption coefficients on
soil. Chemosphere, 32(12), 2493-2504.

(10) W. Kördel, J. Stutte, G. Kotthoff (1993). HPLC-screening method for the determination of the adsorption
coefficient in soil-comparison of different stationary phases, Chemosphere, 27(12), 2341-2352.

(11) B. von Oepen, W. Kördel, W. Klein (1991). Sorption of nonpolar and polar compounds to soils: Processes,
measurements and experience with the applicability of the modified OECD Guideline 106, Chemosphere, 22,
285-304.

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



ANNEXE

Tableau 1

Comparaison entre les valeurs de Koc sur les sols et les boues d’épuration et les valeurs calculées suivant la méthode de
sélection par HPLC 1,2

Type de substance
N° CAS log Koc

pour
boues

d’épuratio
n

log Koc

par
HPLC

∆∆∆∆ log Koc

pour
sols

log Koc

par
HPLC

∆∆∆∆

Atrazine 1912-24-9 1.66 2.14 0.48 1.81 2.20 0.39
Linuron 330-55-2 2.43 2.96 0.53 2.59 2.89 0.30
Fenthion 55-38-9 3.75 3.58 0.17 3.31 3.40 0.09
Monuron 150-68-5 1.46 2.21 0.75 1.99 2.26 0.27
Phénanthrène 85-01-8 4.35 3.72 0.63 4.09 3.52 0.57
Benzoate de phényle 93-99-2 3.26 3.03 0.23 2.87 2.94 0.07
Benzamide 55-21-0 1.60 1.00 0.60 1.26 1.25 0.01
4-Nitrobenzamide 619-80-7 1.52 1.49 0.03 1.93 1.66 0.27
Acétanilide 103-84-4 1.52 1.53 0.01 1.26 1.69 0.08
Aniline 62-53-3 1.74 1.47 0.27 2.07 1.64 0.43
2,5-Dichloroaniline 95-82-9 2.45 2.59 0.14 2.55 2.58 0.03

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

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

Tableau 2

Résultats des essais comparatifs inter-labos (11 laboratoires participants) en vue d’améliorer et de valider la méthode
par HPLC 1

Type de substance N° CAS log Koc K oc log Koc

[OCDE 106] [méthode par HPLC]
Atrazine 1912-24-9 1.81 78 ± 16 1.89
Monuron 150-68-5 1.99 100± 8 2.00
Triapenthénol 77608-88-3 2.37 292± 58 2.47
Linuron 330-55-2 2.59 465± 62 2.67
Fenthion 55-38-9 3.31 2062± 648 3.31

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



Tableau 3

Substances de référence recommandées pour des essais de sélection par HPLC d’après des données relatives à
l’adsorption sur les sols

Substance de référence N° CAS Valeurs moyennes de
log Koc d’après méthode

par agitation

Nombre de
résultats pour

le Koc

Écart-type
du log

source

Acétanilide 103-84-4 1.25 4 0.48 a
Phénol 108-95-2 1.32 4 0.70 a
2-Nitrobenzamide 610-15-1 1.45 3 0.90 b
N.N-diméthylbenzamide 611-74-5 1.52 2 0.45 a
4-Méthylbenzamide 619-55-6 1.78 3 1.76 a
Benzoate de méthyle 93-58-3 1.80 4 1.08 a
Atrazine 1912-24-9 1.81 3 1.08 c
Isoproturon 34123-59-6 1.86 5 1.53 c
3-Nitrobenzamide 645-09-0 1.95 3 1.31 b
Aniline 62-53-3 2.07 4 1.73 a
3,5-Dinitrobenzamide 121-81-3 2.31 3 1.27 b
Carbendazime 10605-21-7 2.35 3 1.37 c
Triadiménol 55219-65-3 2.40 3 1.85 c
Triazoxyde 72459-58-6 2.44 3 1.66 c
Triazophos 24017-47-8 2.55 3 1.78 c
Linuron 330-55-2 2.59 3 1.97 c
Naphtalène 91-20-3 2.75 4 2.20 a
Endosulfane-diol 2157-19-9 3.02 5 2.29 c
Méthiocarbe 2032-65-7 3.10 4 2.39 c
Acid Yellow 219 63405-85-6 3.16 4 2.83 a
1,2,3-Trichlorobenzène 87-61-6 3.16 4 1.40 a
γ-HCH 58-89-9 3.23 5 2.94 a
Fenthion 55-38-9 3.31 3 2.49 c
Direct Red 81 2610-11-9 3.43 4 2.68 a
Pyrazophos 13457-18-6 3.65 3 2.70 c
α-Endosulfane 959-98-8 4.09 5 3.74 c
Diclofop-méthyle 51338-27-3 4.20 3 3.77 c
Phénanthrène 85-01-8 4.09 4 3.83 a
Basic Blue 41 (mix) 26850-47-5

12270-13-2
4.89 4 4.46 a

DDT 50-29-3 5.63 1 – b

/a/ W. Kördel, J. Müller (1994). Bestimmung des Adsorptionskoeffizienten organischer Chemikalien mit der HPLC.
UBA R & D Report No. 106 01 044 (1994).

/b/ B.V. Oepen, W. Kördel, W. Klein. (1991). Chemosphere, 22, 285-304.
/c/ Données communiqués par les industriels.



C.20  DAPHNIA MAGNA,  ESSAI DE REPRODUCTION

1. METHODE

La méthode décrite pour cet essai de reproduction reprend la ligne directrice n° 211 de l'OCDE (1998).

1.1 INTRODUCTION

Le principal objectif de l'essai consiste à évaluer l'effet de produits chimiques sur la capacité reproductrice de
Daphnia magna.

1.2 DÉFINITIONS ET UNITÉS

Animaux parents : Daphnia  femelles présentes au début de l'essai et dont la capacité reproductrice
représente l'objet de cette étude.

Descendants : jeunes Daphnia  engendrées par les animaux parents au cours de l'essai.

Concentration minimale avec effet observé  (CMEO) : concentration d'essai la plus basse à laquelle on a
observé un effet statistiquement significatif de la substance sur la reproduction et la mortalité des animaux
parents (à p < 0,05) par rapport au témoin, durant une période d'exposition définie. Cependant, toutes les
concentrations d'essai supérieures à la CMEO doivent exercer un effet nocif supérieur ou égal à celui observé à
la CMEO. Si ces deux conditions ne peuvent être remplies, il convient de justifier de façon détaillée le choix de
la CMEO (et donc de la CSEO).

Concentration (maximale) sans effet observé (CSEO) : concentration d'essai immédiatement inférieure
à la CMEO qui, comparée au témoin, n'a pas d'effet statistiquement significatif (à p < 0,05), durant une période
d'exposition définie.

CEx : concentration de la substance d'essai dissoute dans l'eau qui entraîne une diminution de x pour cent de la
reproduction chez Daphnia magna, durant une période d'exposition définie.

Taux intrinsèque d'accroissement : mesure de l'accroissement de la population qui intègre la capacité
reproductrice et la mortalité par tranche d'âge (20) (21) (22). Cette valeur est nulle dans les populations à
l'état stationnaire, positive dans les populations en croissance et négative dans les populations qui régressent.
Cette dernière catégorie de population n'est évidemment pas durable et est vouée en fin de compte à
l'extinction.

Limite de détection : la plus basse concentration susceptible d'être détectée, mais non chiffrée.

Limite de détermination : la plus basse concentration susceptible d'être mesurée quantitativement.

Mortalité  : un animal est noté comme mort lorsqu'il est immobile, autrement dit lorsqu'il n'est pas capable de
nager ou si aucun mouvement des appendices ou du postabdomen n'est observé dans les 15 secondes qui suivent
l'agitation douce du récipient d'essai. (Si on utilise une autre définition, celle-ci doit être stipulée avec sa
référence).



1.3 PRINCIPE DE LA MÉTHODE

De jeunes femelles de Daphnia  (les animaux parents), âgées de moins de 24 heures au début de l'essai, sont
exposées à la substance d'essai ajoutée à l'eau à différentes concentrations. L'essai dure 21 jours. A la fin de
l'essai, le nombre total de descendants vivants produits par animal parent survivant à la fin de l'essai est évalué.
La capacité reproductrice des animaux parents peut s'exprimer autrement (par exemple, par le nombre de
descendants vivants produits par animal et par jour, à partir du premier jour où des descendants ont été
observés), mais ces résultats doivent être fournis en plus du nombre total de juvéniles engendrés par parent
survivant à la fin de l'essai. La capacité reproductrice des animaux exposés à la substance d'essai est comparée à
celle des témoins, afin de déterminer la concentration minimale avec effet observé (CMEO) et, de là, la
concentration (maximale) sans effet observé (CSEO). De plus, dans toute la mesure du possible, les résultats
sont analysés à l'aide d'un modèle de régression, en vue d'estimer la concentration qui entraînerait une
réduction de x pour cent de la capacité reproductrice, c'est-à-dire la CE x (par exemple, CE 50, CE20 ou CE10).

Il faut aussi indiquer le taux de survie des animaux parents et le moment de la première portée. D'autres effets
liés à la substance sur des paramètres tels que la croissance (par exemple, la longueur) et éventuellement le taux
intrinsèque d'accroissement de la population peuvent aussi être examinés.

1.4 INFORMATIONS CONCERNANT LA SUBSTANCE D'ESSAI

Les résultats d'un essai de toxicité aiguë (voir Méthode C.2, Partie I) réalisé sur Daphnia magna devraient être
disponibles. Ces résultats peuvent être utiles pour sélectionner une plage de concentrations d'essai adaptée aux
essais de reproduction. La solubilité dans l'eau et la pression de vapeur de la substance d'essai doivent être
connues. Il faudrait pouvoir disposer d'une méthode d'analyse fiable, dont le rendement et la limite de
détermination sont connus, pour doser la substance dans les solutions d'essai.

Des informations sur la substance d'essai qui peuvent être utiles pour établir les conditions de l'essai
comprennent la formule structurale, la pureté de la substance, la stabilité à la lumière, la stabilité dans les
conditions de l'essai, le pKa, le coefficient de partage n-octanol/eau (P oe ) et les résultats d'un essai de
biodégradabilité immédiate (voir Méthode C.4).

1.5 VALIDITÉ DE L'ESSAI

Pour que l'essai soit valable, les témoins doivent remplir les critères de performance suivants :

— la mortalité des animaux parents ( Daphnia femelles) ne dépasse pas 20 pour cent à la fin de l'essai ;

— le nombre moyen de descendants vivants produits par animal parent survivant à la fin de l'essai est > 60.

1.6 DESCRIPTION DE LA MÉTHODE

1.6.1 Appareillage

Les récipients d'essai et les autres dispositifs qui entreront en contact avec les solutions d'essai doivent être
entièrement en verre ou constitués d'une autre matière chimiquement inerte. On utilisera en principe des
béchers en verre.

En outre, il sera nécessaire d'employer une partie ou la totalité du matériel suivant :

— un appareil pour mesurer la concentration de l'oxygène (à l'aide d'une microélectrode ou d'un autre
dispositif destiné à mesurer l'oxygène dissous dans des échantillons de faible volume);

— un thermostat adéquat;

— un pH-mètre;

—  un appareil pour mesurer la dureté de l'eau;

— un appareil pour déterminer la concentration de carbone organique total (COT) dans l'eau ou la demande
chimique en oxygène (DCO) ;

— un dispositif approprié pour régler le régime d'éclairage et mesurer l'intensité lumineuse.



1.6.2 Organisme d'essai

L'espèce à utiliser dans cet essai est Daphnia magna Straus. D'autres espèces de Daphnia  peuvent être utilisées
à condition qu'elles remplissent les critères de validité pertinents (ceux qui concernent la capacité reproductrice
des témoins doivent s'appliquer aux espèces de Daphnia  ). Si d'autres espèces de Daphnia  sont utilisées, il y a
lieu de les identifier clairement et de justifier leur utilisation.

Le clone devrait de préférence avoir été identifié d'après son génotype. La recherche (1) a montré que la
capacité reproductrice du clone A (originaire de l'IRCHA, en France) (3) répond de façon stable au critère de
validité qui stipule une moyenne de > 60 descendants par animal parent survivant, lorsqu'il est élevé dans les
conditions décrites dans la présente méthode. D'autres clones sont toutefois acceptables à condition de prouver
que la culture de Daphnia  remplit les critères de validité pour l'essai.

Au début de l'essai, les animaux doivent être âgés de moins de 24 heures et ne peuvent pas provenir d'une
première génération de descendants. Ils doivent être issus d'un lot sain (c'est-à-dire qui ne présente pas de signes
de stress, tels qu'une mortalité élevée, la présence de mâles et d'éphippies, un retard dans la production des
premiers descendants, des animaux décolorés, etc.). Le lot d'animaux doit être maintenu dans des conditions de
culture (lumière, température, milieu, alimentation et nombre d'animaux par unité de volume) semblables à
celles qui seront appliquées au cours de l'essai. Si le milieu utilisé dans l'essai est différent de celui où sont
normalement élevées les Daphnia , il convient de laisser aux Daphnia  une période d'acclimatation, avant
l'essai, qui dure habituellement quelque trois semaines (c'est-à-dire une génération), afin d'éviter de stresser les
animaux parents.

1.6.3 Milieu d'essai

Il est recommandé d'utiliser un milieu entièrement défini dans cet essai. Cela permet d'éviter le recours aux
additifs (par exemple, algues, extraits de sol, etc.), qui sont difficiles à caractériser, et d'améliorer ainsi les
possibilités de normalisation entre les laboratoires. Les milieux Elendt M4 (4) et M7 (voir annexe 1) se sont
avérés pertinents à cette fin. D'autres milieux sont cependant acceptables (par exemple (5) et (6)), à condition
que les Daphnia  élevées dans ces milieux satisfassent aux critères de validité établis pour l'essai.

Si le milieu utilisé contient des additifs non définis, ceux-ci devraient être spécifiés clairement et le rapport
d'essai devrait comporter des informations sur la composition, notamment la teneur en carbone, étant donné
qu'elle peut contribuer au régime alimentaire fourni. On préconise de déterminer le carbone organique total
(COT) et/ou la demande chimique en oxygène (DCO) de la solution mère de l'additif organique et d'estimer leur
incidence sur le COT et la DCO du milieu d'essai. En outre, il est souhaitable que les concentrations de COT du
milieu (c'est-à-dire avant l'ajout des algues) soient inférieures à 2 mg/ l (7).

Lorsque l'on teste des substances contenant des métaux, il est important de savoir que les propriétés du milieu
d'essai (par exemple, la dureté, le pouvoir de chélation) peuvent influer sur leur toxicité. C'est pourquoi il est
souhaitable d'opérer dans un milieu entièrement défini. Néanmoins, dans l'état actuel des connaissances, les
seuls milieux entièrement définis qui conviennent aux cultures à long terme de Daphnia magna sont Elendt
M4 et M7. Ces deux milieux contiennent l'agent chélateur EDTA. Des travaux ont montré (2) que la "toxicité
apparente" du cadmium est généralement inférieure lorsque l'essai de reproduction est effectué dans les milieux
M4 et M7, que dans des milieux ne contenant pas d'EDTA. M4 et M7 ne sont donc pas recommandés pour
tester des substances contenant des métaux, de même que d'autres milieux contenant des agents chélateurs
connus. Il est souhaitable d'utiliser un autre milieu pour les substances renfermant des métaux, par exemple
l'eau douce calcaire reconstituée d'ASTM (7), qui ne contient pas d'EDTA, additionnée d'un extrait d'algues (8).
La combinaison de l'eau douce calcaire reconstituée d'ASTM et de l'extrait d'algues convient également aux
essais et aux cultures à long terme de Daphnia magna (2), bien qu'elle exerce encore une légère action
chélatante à cause des matières organiques contenues dans l'extrait d'algues.

Au début de l'essai et durant celui-ci, la concentration d'oxygène dissous devrait être supérieure à 3 mg/l. Le pH
devrait être compris entre 6 et 9, et ne devrait normalement pas varier de plus de 1,5 unités au cours d'un
même essai. Une dureté supérieure à 140 mg/l (en CaCO3) est recommandée. La capacité reproductrice des
animaux dans les essais pratiqués à un niveau au moins égal à ce seuil s'est avérée conforme aux critères de
validité (9) (10).



1.6.4 Solutions d'essai

Les solutions d'essai sont généralement amenées à la concentration voulue par dilution d'une solution mère.
Les solutions mères devraient, de préférence, être préparées par dissolution de la substance dans le milieu
d'essai.

Le recours à des dispersants ou solvants organiques peut quelquefois s'avérer nécessaire pour obtenir une
solution mère à la concentration voulue, mais ces additifs doivent être évités dans toute la mesure du possible.
Voici quelques exemples de solvants adéquats : acétone, éthanol, méthanol, diméthylformamide et
triéthylèneglycol. Parmi les dispersants recommandables, citons le Cremophor RH40, la méthylcellulose à
0,01 pour cent et le HCO-40. En tout état de cause, la substance d'essai ne doit pas être testée au-delà de sa
limite de solubilité dans le milieu d'essai.

Les solvants sont employés pour confectionner une solution mère qui peut être dosée avec précision
dans l'eau. Les solvants énumérés ci-dessus, utilisés à la concentration recommandée dans le milieu
d'essai final (< 0,1 ml/l), ne seront pas toxiques et n'augmenteront pas la solubilité de la substance dans
l'eau.

Les dispersants peuvent faciliter le dosage précis et la dispersion. À la concentration recommandée dans
le milieu d'essai final (< 0,1 ml/l), les dispersants mentionnés ci-dessus ne seront pas toxiques et
n'augmenteront pas la solubilité de la substance dans l'eau.

1.7 CONCEPTION DE L'ESSAI

Les traitements sont répartis dans les récipients d'essai, et toutes les manipulations ultérieures de ces récipients
sont réalisées dans un ordre aléatoire, faute de quoi, les résultats pourraient présenter un biais qui risquerait
d'être interprété comme un effet de la concentration. Notamment, si les unités expérimentales sont
manipulées par ordre de traitement ou de concentration, certains effets liés au temps, comme la fatigue du
manipulateur ou d'autres erreurs, pourraient avoir un impact plus prononcé aux concentrations supérieures. En
outre, si les résultats de l'essai sont susceptibles d'être affectés par une condition initiale ou liée à
l'environnement, comme la situation dans le laboratoire, il conviendra d'envisager un plan en blocs.

1.8 MODE OPÉRATOIRE

1.8.1 Conditions d'exposition

1.8.1.1 Durée

L'essai dure 21 jours.

1.8.1.2 Charge

Les animaux parents sont répartis individuellement dans les récipients d'essai contenant chacun 50-100 ml de
milieu.

Il est parfois nécessaire d'avoir recours à des volumes plus importants, afin de pouvoir appliquer la méthode
d'analyse utilisée pour déterminer la concentration de la substance d'essai, bien qu'il soit aussi possible de
mélanger les récipients de même concentration aux fins de l'analyse chimique. Si des volumes supérieurs à
100 ml sont employés, il faudra peut-être augmenter la ration distribuée aux Daphnia , afin que la nourriture
disponible soit suffisante et que les critères de validité soient satisfaits. S'agissant des essais dynamiques, d'autres
protocoles peuvent être envisagés pour des raisons techniques (par exemple, quatre groupes de
10 animaux dans des volumes expérimentaux plus élevés), mais toute modification du mode opératoire doit
être signalée.



1.8.1.3 Nombre d'animaux

Pour les essais semi-statiques, on utilisera au moins 10 animaux répartis individuellement à chaque
concentration d'essai et au moins 10 animaux répartis individuellement dans la série de témoins.

Pour les essais dynamiques, il s'avère approprié d'utiliser 40 animaux répartis en quatre groupes de 10 à chaque
concentration d'essai (1). Un plus petit nombre d'animaux d'expérience peut être utilisé, mais on recommande
d'employer au moins 20 animaux par concentration, répartis dans au moins deux récipients contenant le même
nombre d'animaux (par exemple, quatre récipients contenant cinq daphnies chacun). Notons que pour les essais
où les animaux sont maintenus en groupe, il ne sera pas possible d'exprimer la capacité reproductrice en
fonction du nombre total de descendants vivants produits par animal parent survivant à la fin de l'essai, si des
animaux parents meurent. Auquel cas, il faudra exprimer la capacité reproductrice par "le nombre total de
descendants vivants produits par parent présent au début de l'essai".

1.8.1.4 Alimentation

Dans les essais semi-statiques, on préconise d'administrer une ration quotidienne, ou au moins tri-hebdomadaire
(ce qui correspond au renouvellement du milieu). Les écarts par rapport à cette fréquence (par exemple, dans
les essais dynamiques) doivent être signalés.

Au cours de l'essai, le régime alimentaire des animaux parents devrait, de préférence, se composer d'algues
unicellulaires vivantes appartenant à une ou plusieurs des espèces suivantes : Chlorella  sp., Selenastrum
capricornutum  [renommée Pseudokirchneriella subcapitata  (11)] et Scenedesmus subspicatus. La nourriture
devrait être dispensée en fonction de la teneur en carbone organique (C) fournie à chaque animal parent. La
recherche (12) a montré que pour Daphnia magna, des teneurs comprises entre 0,1 et 0,2 mg de
C/Daphnia /jour dans la ration alimentaire suffisaient pour produire le nombre de descendants requis selon les
critères de validité. On peut fournir des rations à teneur constante tout au long de l'essai ou utiliser des teneurs
plus faibles au début, que l'on augmentera afin de tenir compte de la croissance des animaux parents. Dans ce
cas, la ration devrait toujours contenir entre 0,1 et 0,2 mg de C/Daphnia /jour, qui est la teneur recommandée.

Si des paramètres de remplacement, comme le nombre de cellules d'algues ou l'absorbance de la lumière, sont
utilisés pour doser la teneur en carbone requise dans la ration alimentaire (pour des raisons pratiques, car la
mesure de la teneur en carbone prend beaucoup de temps), chaque laboratoire est tenu de produire son propre
nomogramme mettant en relation le paramètre de remplacement et la teneur en carbone de la culture d'algues
(des conseils concernant l'établissement d'un nomogramme sont donnés à l'annexe 2). Les nomogrammes
devraient être vérifiés au moins une fois par an, et plus souvent si les conditions de culture des algues ont
changé. Il a été démontré que l'absorbance de la lumière donne une meilleure indication de la teneur en carbone
que le nombre de cellules (13).

Il convient d'administrer une suspension d'algues concentrée aux Daphnia , afin de réduire au minimum le
volume du milieu de culture des algues transféré dans les récipients d'essai. On peut concentrer les algues par
centrifugation, puis remise en suspension dans de l'eau distillée, de l'eau désionisée ou le milieu de culture des
Daphnia .

1.8.1.5 Lumière

16 heures de lumière à une intensité ne dépassant pas 15- 20 µE· m-2· s-1.

1.8.1.6 Température

La température des milieux d'essai devrait être comprise entre 18 et 22°C. Néanmoins, dans un même essai, la
température ne devrait pas, si possible varier de plus de 2°C au sein de cet intervalle (par exemple, 18-20,
19-21 ou 20-22°C). Il peut être utile d'utiliser un récipient d'essai supplémentaire pour surveiller la
température.

1.8.1.7 Aération

Les récipients d'essai ne doivent pas être aérés durant l'essai.



1.8.2 Concentrations d'essai

Il faudrait normalement utiliser au moins cinq concentrations d'essai formant une série géométrique, de
préférence espacées d'un facteur n'excédant pas 3,2. Il convient d'utiliser un nombre approprié de répliques
pour chaque concentration d'essai (voir paragraphe 1.8.1.3). L'utilisation de moins de cinq concentrations doit
être justifiée. Les substances ne devraient pas être testées au-delà de leur limite de solubilité dans le milieu
d'essai.

Lors de la détermination de la plage de concentrations, il convient de tenir compte des éléments suivants :

i. Si l'on cherche à déterminer la CMEO et la CSEO, la plus faible concentration testée doit être
suffisamment basse pour que le taux de fécondité à cette concentration ne soit pas significativement
plus bas que celui du groupe témoin. Dans le cas contraire, il faudra recommencer l'essai en abaissant la
concentration la plus basse.

ii. Si l'on cherche à déterminer la CMEO et la CSEO, la plus forte concentration testée devra être
suffisamment élevée pour que le taux de fécondité à cette concentration soit significativement inférieur
à celui du groupe témoin. Dans le cas contraire, il faudra recommencer l'essai en augmentant la
concentration la plus forte.

iii. Si l'on veut estimer la CE x relative aux effets sur la reproduction, il est conseillé d'utiliser des
concentrations suffisantes pour définir cette CE x avec un niveau de confiance satisfaisant. Si l'on évalue
la CE50 relative aux effets sur la reproduction, il est souhaitable que la concentration d'essai la plus forte
soit supérieure à cette CE 50. Si tel n'est pas le cas, on pourra toujours estimer la CE 50, mais l'intervalle de
confiance sera très large et on risque de ne pas être en mesure d'évaluer la pertinence du modèle.

iv. Il vaut mieux éviter d'inclure dans la plage des concentrations d'essai celles qui ont un effet
statistiquement significatif sur la survie des adultes, parce que, ce faisant, on modifierait la nature de
l'essai qui passerait d'un simple essai de reproduction à un essai combiné de reproduction et de mortalité,
ce qui exige une analyse statistique bien plus complexe.

Une connaissance préalable de la toxicité de la substance d'essai (résultant d'une étude de toxicité aiguë et/ou
d'études de détermination de l'ordre de grandeur) devrait faciliter la sélection de concentrations d'essai
pertinentes.

Lorsqu'un solvant ou un dispersant est utilisé pour faciliter la préparation des solutions d'essai (voir paragraphe
1.6.4), sa concentration finale dans les récipients d'essai ne doit pas dépasser 0,1 ml/ l et doit être identique
dans tous les récipients d'essai.

1.8.3 Témoins

Il faudrait tester une série de témoins du milieu d'essai et, le cas échéant, une série de témoins contenant le
solvant ou le dispersant, parallèlement aux séries traitées avec la substance d'essai. Le cas échéant, la
concentration du solvant ou du dispersant doit être identique à celle utilisée dans les récipients contenant la
substance d'essai. Il convient d'utiliser un nombre approprié de répliques (voir paragraphes 1.8.1.3).

Généralement, dans un essai correctement mené, le coefficient de variation autour du nombre moyen de
descendants vivants produits par animal parent dans le ou les groupes témoins devrait être < 25 %, et cette
information doit être communiquée pour les essais où les animaux sont maintenus dans des récipients
individuels.

1.8.4 Renouvellement du milieu d'essai

La fréquence de renouvellement du milieu dépend de la stabilité de la substance d'essai, mais devrait être au
moins tri-hebdomadaire. Si les essais préliminaires de stabilité (voir paragraphe 1.4) montrent que la
concentration de la substance d'essai n'est pas stable (c'est-à-dire en dehors de la fourchette de 80 - 120 % de la
concentration nominale ou inférieure à 80 % de la concentration initiale mesurée) durant la période de
renouvellement la plus longue (3 jours), il faut envisager de renouveler le milieu plus fréquemment ou de
pratiquer un essai dynamique.



Lors du renouvellement du milieu dans les essais semi-statiques, on prépare une deuxième série de récipients
d'essai en vue d'y transférer les animaux parents avec, par exemple, une pipette en verre d'un diamètre
approprié. Le volume de milieu transféré avec les Daphnia  doit être le plus petit possible.



1.8.5 Observations

Les résultats des observations effectuées durant l'essai doivent être consignés dans des fiches de données (voir
exemples aux annexes 3 et 4). Si d'autres mesures s'imposent (voir paragraphes 1.3 et 1.8.8), des observations
supplémentaires pourront être requises.

1.8.6 Descendants

Les descendants engendrés par chaque animal parent devraient de préférence être retirés et comptés
quotidiennement, dès la première portée, pour ne pas qu'ils consomment la nourriture destinée aux adultes. Aux
fins de la présente méthode, il ne faut compter que les descendants vivants, mais la présence d'œufs avortés ou
de descendants morts doit être signalée.

1.8.7 Mortalité

La mortalité des animaux parents doit être notée, de préférence quotidiennement, et au moins à chaque
comptage des descendants.

1.8.8 Autres paramètres

Bien que la présente méthode vise avant tout à évaluer les effets sur la reproduction, il se peut que d'autres
effets soient suffisamment quantifiés pour se prêter à l'analyse statistique. La mesure de la croissance est très
intéressante, puisqu'elle fournit des indications sur les éventuels effets sublétaux, ce qui peut se révéler plus utile
que les seules données de reproduction. On préconise de mesurer la longueur des animaux parents (la longueur
du corps sans l'épine anale) à la fin de l'essai. D'autres paramètres peuvent être mesurés ou calculés : le moment
de la première portée (et des portées suivantes), le nombre et la taille des portées par animal, le nombre de
portées avortées, la présence de mâles ou d'éphippies et, éventuellement, le taux intrinsèque d'accroissement de
la population.

1.8.9 Fréquence des analyses quantitatives et des mesures

La concentration d'oxygène, la température, la dureté et le pH doivent être mesurés au moins une fois par
semaine, avant et après le renouvellement des milieux, chez les témoins et dans les récipients qui renferment la
concentration la plus élevée de la substance d'essai.

Au cours de l'essai, les concentrations de la substance à tester sont déterminées à intervalles réguliers.

Dans les essais semi-statiques, où l'on suppose que la concentration de la substance d'essai ne s'écartera pas de
plus de 20 % de la concentration nominale (c'est-à-dire qu'elle restera comprise dans un intervalle de 80 à
120 % - voir paragraphes 1.4 et 1.8.4), on recommande, au minimum, d'analyser les concentrations d'essai la
plus élevée et la plus basse juste après leur préparation et au moment de leur renouvellement au cours de la
première semaine de l'essai (les analyses devraient être pratiquées sur des échantillons prélevés dans la même
solution, juste après la préparation de la solution et au moment du renouvellement). Ces déterminations
devraient ensuite être répétées selon une fréquence au moins hebdomadaire.

S'agissant des essais où la concentration n'est pas supposée demeurer dans un intervalle de ± 20 % de la
concentration nominale, il est nécessaire d'analyser toutes les concentrations d'essai, juste après leur
préparation et au moment du renouvellement. Cependant, pour les essais où la concentration initiale mesurée
de la substance d'essai sort de l'intervalle de ± 20 % de la concentration nominale, mais pour lesquels on peut
montrer de façon suffisamment convaincante que les concentrations initiales sont répétables et stables (c'est-
à-dire comprises dans un intervalle de 80 à 120 % des concentrations initiales), les déterminations chimiques
pourraient se limiter durant les deuxième et troisième semaines aux concentrations d'essai la plus élevée et la
plus basse. En tout état de cause, la détermination de la concentration de la substance d'essai avant le
renouvellement ne doit être effectuée que sur une seule réplique de chaque concentration d'essai.



Si on pratique un essai dynamique, il convient de recourir à un régime de prélèvements identique à celui décrit
pour les essais semi-statiques (mais l'analyse des solutions "anciennes" ne s'applique pas ici). Toutefois, il peut
être souhaitable d'augmenter le nombre de prélèvements durant la première semaine (par exemple, trois séries
de mesures) afin de vérifier la stabilité des concentrations d'essai. Dans ces types d'essai, le débit du diluant et de
la substance d'essai doivent être contrôlés chaque jour.

S'il s'avère que la concentration de la substance d'essai a pu être correctement maintenue tout au long de l'essai
dans un intervalle de ± 20 % de la concentration initiale mesurée ou nominale, les résultats peuvent être
déduits des valeurs initiales mesurées ou nominales. Si l'écart par rapport à la concentration initiale mesurée ou
nominale est supérieur à ± 20 %, les résultats devraient être exprimés par rapport à la moyenne pondérée en
fonction du temps (voir annexe 5).

2. RÉSULTATS ET RAPPORT

2.1 TRAITEMENT DES RÉSULTATS

L'objectif de cet essai est de déterminer l'effet de la substance à tester sur le nombre total de descendants
vivants produits par animal parent survivant à la fin de l'essai. Le nombre total de descendants par animal
parent doit être calculé pour chaque récipient d'essai (autrement dit, pour chaque récipient de même
concentration). Si, dans un récipient, un animal parent meurt durant l'essai ou se révèle être un mâle, ce
récipient est exclu de l'analyse. L'analyse reposera alors sur un nombre réduit de récipients de même
concentration.

Pour l'estimation de la CMEO et, par conséquent, de la CSEO relatives aux effets du produit chimique sur la
capacité reproductrice, il est nécessaire de calculer la moyenne de la capacité reproductrice à chaque
concentration pour tous les récipients, ainsi que l'écart-type résiduel groupé, et ce calcul peut être effectué à
l'aide de l'analyse de la variance. La moyenne pour chaque concentration doit ensuite être comparée à la
moyenne pour les témoins, par une méthode appropriée de comparaisons multiples. Les tests de Dunnett ou de
Williams peuvent convenir (14) (15) (16) (17). Il est nécessaire de vérifier l'hypothèse (de l'analyse de la
variance) concernant l'homogénéité de la variance. On recommande d'effectuer cette vérification sur un
graphique plutôt que par un test formel de signification (18) ; le test de Barlett convient également. Si cette
hypothèse n'est pas vérifiée, il faut envisager de transformer les résultats afin d'homogénéiser les variances
avant d'effectuer l'analyse de la variance ou de réaliser une analyse de la variance pondérée. La grandeur de
l'effet détectable par l'analyse de la variance (c'est-à-dire la plus petite différence significative) devrait être
calculée et figurer dans le rapport.

Pour estimer la concentration qui provoquerait une réduction de 50 pour cent de la capacité reproductrice
(CE50), une courbe adéquate, comme la courbe logistique, devrait être ajustée aux résultats au moyen d'une
méthode statistique telle que les moindres carrés. La courbe pourrait être paramétrée de manière que la CE 50 et
son écart-type puissent être estimés directement. Cela faciliterait considérablement le calcul des limites de
confiance de la CE 50. À moins d'avoir de bonnes raisons de préférer d'autres niveaux de confiance, il convient
d'opter pour des limites de confiance de 95 % de part et d'autre. La procédure d'ajustement devrait, de
préférence, permettre d'évaluer la signification du manque d'ajustement. Cela peut se faire graphiquement ou en
recherchant la part du manque d'ajustement et la part des erreurs proprement dites dans la somme des carrés
des résidus et en pratiquant un test de signification pour le manque d'ajustement. Comme les traitements qui
entraînent un taux de fécondité élevé sont susceptibles de donner lieu à une plus grande variance dans le
nombre de juvéniles produits que les traitements diminuant le taux de fécondité, il faudrait envisager de
pondérer les valeurs observées afin de refléter les diverses variances dans les différents groupes traités (voir
référence 18).



Dans l'analyse des données obtenues à partir de l'essai tournant final (2), une courbe logistique a été ajustée à
l'aide du modèle suivant, mais d'autres modèles conviennent également :
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où :

Y est le nombre total de juvéniles par animal parent survivant à la fin de l'essai (calculé pour chaque récipient),

x est la concentration de la substance,

c est le nombre escompté de juvéniles lorsque x = 0

x0: la CE50 dans la population

b = paramètre caractérisant la pente

Ce modèle devrait convenir dans un grand nombre de situations, mais pas dans toutes. Il faudrait vérifier la
validité du modèle comme indiqué ci-dessus. Dans certains cas, il pourrait être approprié d'utiliser un modèle
d'hormèse dans lequel les basses concentrations donnent des effets plus marqués (19).

D'autres effets liés à la concentration, comme la CE 10 ou la CE20, peuvent également être estimés, mais il
faudra probablement paramétrer le modèle autrement que dans le cas de la CE 50.

2.2 RAPPORT D'ESSAI

Le rapport d'essai doit mentionner les informations suivantes :

2.2.1 Substance d'essai :

— état physique et propriétés physico-chimiques pertinentes;

— données permettant l'identification chimique, y compris la pureté.

2.2.2 Espèce d'expérience :

— clone (préciser si son génotype a été déterminé), fournisseur ou source (quand elle est connue) et
conditions de culture appliquées. Si on utilise une espèce autre que Daphnia magna, il faut le signaler et
le justifier.

2.2.3 Conditions d'essai :

— mode opératoire utilisé (par exemple, semi-statique ou dynamique, volume, charge en nombre de
Daphnia  par litre) ;

— photopériode et intensité lumineuse ;

— plan de l'essai (par exemple, nombre de récipients de même concentration, nombre de parents par
récipient) ;

— détails du milieu de culture employé ;

—  le cas échéant, ajout de matière organique (préciser la composition, la source, la méthode de
préparation, le COT et la DCO des solutions mères, une estimation du COT et de la DCO résultants dans
le milieu d'essai ;

— informations détaillées concernant l'alimentation, notamment quantité (en mg de C/Daphnia /jour) et
programme (par exemple, type d'aliment(s), y compris, pour les algues, le nom de l'espèce et, si elles
sont connues, la variété et les conditions de culture) ;

— méthode de préparation des solutions mères et fréquence de renouvellement (la nature et la
concentration du solvant ou du dispersant doivent être indiquées, le cas échéant).



2.2.4 Résultats :

— résultats des éventuelles études préliminaires sur la stabilité de la substance d'essai;

— concentrations d'essai nominales et résultats de toutes les analyses permettant de déterminer la
concentration de la substance d'essai dans les récipients d'essai (l'annexe 4 fournit des exemples de fiches
de données); le rendement de la méthode et sa limite de détermination devraient aussi être mentionnés;

— qualité de l'eau dans les récipients d'essai (pH, température, concentration d'oxygène dissous, COT et/ ou
DCO et dureté, le cas échéant) (l'annexe 3 fournit un exemple de fiche de données);

— dénombrement complet des descendants vivants de chaque animal parent (voir exemple de fiche de
données à l'annexe 3);

— nombre et dates des décès chez les animaux parents (voir exemple de fiche de données à l'annexe 3);

— coefficient de variation de la fécondité chez les témoins (en fonction du nombre total de descendants
vivants par animal parent survivant à la fin de l'essai);

— graphique représentant le nombre total de descendants vivants par animal parent survivant (pour chaque
récipient de même concentration) à la fin de l'essai, en fonction de la concentration de la substance
d'essai;

— concentration minimale avec effet observé (CMEO) sur la reproduction, y compris une description des
méthodes statistiques utilisées et une indication de la grandeur de l'effet qui a pu être détecté, et
concentration (maximale) sans effet observé (CSEO) sur la reproduction; s'il y a lieu, mentionner
également la CMEO et la CSEO sur la mortalité des animaux parents;

— s'il y a lieu, CEx pour la reproduction et intervalles de confiance, ainsi qu'un graphique du modèle ajusté
employé pour ces calculs, la pente de la courbe dose-effet et son écart-type;

— autres effets biologiques observés ou mesurés : indiquer tout autre effet biologique observé ou mesuré (par
exemple, croissance des animaux parents) avec justification appropriée, le cas échéant;

— justification de tout écart par rapport la présente méthode d'essai.
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ANNEXE 1

PRÉPARATION DE MILIEUX ELENDT M7 ET M4 ENTIÈREMENT DÉFINIS

Acclimatation aux milieux Elendt M7 et M4

Certains laboratoires ont éprouvé des difficultés à transférer directement les Daphnia  dans les milieux M4 (1)
et M7. Ils ont toutefois obtenu certains résultats en procédant à une acclimatation progressive, c'est-à-dire en
transférant les animaux de leur milieu vers un milieu à 30 % d'Elendt, puis à 60 % d'Elendt et enfin à 100 %
d'Elendt. La période d'acclimatation peut prendre jusqu'à un mois.

PRÉPARATION

Éléments en traces

Différentes solutions mères (I), contenant chacune une seule substance en traces, sont tout d'abord préparées
avec une eau d'une pureté adéquate, par exemple de l'eau désionisée, distillée ou obtenue par osmose inverse. A
partir de ces différentes solutions mères (I), on prépare une deuxième solution mère unique (II) renfermant
toutes les substances en traces (solution combinée), à savoir :

Solutions mères I
(substance unique)

Quantité
ajoutée à

l'eau
mg/l

Concentratio
n (par

rapport au
milieu M4)

Pour préparer la solution mère
combinée II, ajouter la quantité

suivante de solution mère I à
l'eau
ml/l

           M4                           M7

H3BO3 57 190 20 000 fois 1,0 0,25

MnCl2 * 4 H2O 7 210 20 000 fois 1,0 0,25

LiCl 6 120 20 000 fois 1,0 0,25

RbCl 1 420 20 000 fois 1,0 0,25

SrCl2  * 6  H2O 3 040 20 000 fois 1,0 0,25

NaBr    320 20 000 fois 1,0 0,25

Na2MoO4 * 2   H2O 1 260 20 000 fois 1,0 0,25

CuCl2  *2  H2O    335 20 000 fois 1,0 0,25

ZnCl2   260 20 000 fois 1,0 1,0

CoCl2 * 6  H2O  200 20 000 fois 1,0 1,0

KI   65 20 000 fois 1,0 1,0

Na2SeO3 43.8 20 000 fois 1,0 1,0

NH4VO3 11.5 20 000 fois 1,0 1,0

Na2EDTA * 2   H2O 5 000 2 000 fois – –

FeSO4 * 7 H2O 1 991 2 000 fois – –

Les solutions de Na2EDTA et de FeSO4 sont préparées séparément, puis mélangées et
immédiatement autoclavées. Cela donne :

Solution 21 Fe- 1 000 fois 20,0 5,0



EDTA



Milieux M4 et M7

Les milieux M4 et M7 sont préparés à partir de la solution mère II, des macronutriments et des vitamines
suivants :

Quantité
ajoutée à

l'eau

mg/l

Concentratio
n (par rapport
au milieu M4)

Quantité de solution mère
ajoutée pour préparer le

milieu

ml/l

        M4                          M7

Solution mère II
(combinaison de

substances en trace)

20 fois 50 50

Solutions mères contenant les
macronutriments
(une substance par solution)

CaCl2     *   2 H2O 293 800 1 000 fois 1,0 1,0

MgSO4  *  7 H2O 246 600 2 000 fois 0,5 0,5

KCl 58 000 10 000 fois 0,1 0,1

NaHCO3 64 800 1 000 fois 1,0 1,0

Na2SiO3  *  9 H2O 50 000 5 000 fois 0,2 0,2

NaNO3 2 740 10 000 fois 0,1 0,1

KH2PO4 1 430 10 000 fois 0,1 0,1

K2HPO4 1 840 10 000 fois 0,1 0,1

Solution mère de
vitamines combinées

- 10 000 fois 0,1 0,1

La solution mère de vitamines combinées est préparée en additionnant 3 vitamines à 1 litre d'eau,
comme indiqué ci- dessous :

Chlorhydrate de
thyamine

750 10 000 fois - -

Cyanocobalamine (B12) 10 10 000 fois - -

Biotine 7,5 10 000 fois - -

La solution mère de vitamines combinées est congelée par petites parties aliquotes. Les vitamines sont
ajoutées au milieu peu de temps avant son utilisation.

N.B. Afin d'éviter la précipitation des sels lors de la préparation du milieu complet, il faut ajouter les parties
aliquotes de solution mère à quelque 500-800 ml d'eau désionisée et amener le volume à 1 litre.



N. N. B  La première publication relative au milieu M4 se trouve dans Elendt, B. P. (1990). Selenium
deficiency in crustacea; an ultrastructural approach to antennal damage in Daphnia magna Straus.
Protoplasma, 154, 25-33.



ANNEXE 2

ANALYSE DE LA TENEUR EN CARBONE ORGANIQUE TOTAL (COT) ET ÉTABLISSEMENT D'UN
NOMOGRAMME POUR LA TENEUR EN COT DES ALIMENTS À BASE D'ALGUES

Il est admis que la teneur en carbone des algues alimentaires n'est généralement pas mesurée directement, mais
déduite de corrélations (par nomogramme) avec des paramètres de remplacement, comme le nombre de
cellules d'algues ou l'absorbance de la lumière.

Il faudrait mesurer le COT par oxydation à haute température plutôt que par les méthodes aux UV ou au
persulfate. (voir : The Instrumental Determination of Total Organic Carbon, Total Oxygen Demand and
Related Determinands 1979, HMSO 1980; 49 High Holborn, London WC1V 6HB).

Pour établir le nomogramme, il y a lieu d'isoler les algues du milieu de croissance par une centrifugation suivie
d'une remise en suspension dans de l'eau distillée. On mesure le paramètre de remplacement et la teneur en
COT dans chaque échantillon, produit en triple exemplaire. Les témoins contenant uniquement de l'eau
distillée devraient être analysés et la teneur en COT déduite de celle de l'échantillon contenant les algues.

Les nomogrammes devraient être linéaires sur la plage prescrite des concentrations de carbone. Des exemples
sont présentés ci-dessous.

N.B. Ne pas utiliser pour les conversions; il est essentiel que les laboratoires établissent leurs
propres nomogrammes.

                                                                      

Chlorella vulgaris, var. viridis (CCAP 211/12).
Régression des mg/l de poids sec en fonction des mg de C/l.
Données provenant de suspensions concentrées de cultures semi-
continues de cellules, remises en suspension dans de l'eau distillée.

 Coefficient de corrélation  - 0,980

mg C/l d'algues alimentaires concentrées

mg/l de poids sec
d'algues
alimentaires
concentrées



                                                                         

Chlorella vulgaris, var. viridis (CCAP 211/12).
Régression du nombre de cellules en fonction des mg de C/l.
Donnnées provenant de suspensions concentrées de cultures semi-
continues de cellules, remises en suspension dans de l'eau distillée

Coefficient de corrélation - 0,926

Nbre de cellules/l
(x 108) d'algues
alimentaires
concentrées

mg C/l d'algues alimentaires concentrées

mg de C/l d'algues alimentaires concentrées

Coefficient de corrélation - 0,998

Absorbance à
440 nm dans une
dilution à 1/10 d'une
solution d'algues
alimentaires
concentrées

Chlorella vulgaris, var. viridis (CCAP 112/12).
Régression de l'absorbance en fonction des mg de C/l. (longueur du
chemin optique : 1 cm)
Données provenant de suspensions concentrées de cultures semi-
continues de cellules, remises en suspension dans de l'eau distillée.



ANNEXE 3

EXEMPLE DE FICHE POUR CONSIGNER LE RENOUVELLEMENT DU MILIEU, LES DONNÉES DE SURVEILLANCE PHYSICO-CHIMIQUES, L'ALIMENTATION, LA
REPRODUCTION DES DAPHNIA ET LA MORTALITÉ DES ADULTES

Expérience n0: Date de départ : Clone : Milieu : Type d'alimentation  : Substance d'essai : Concentration nominale :

Jour 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Renouvellement du

milieu (cocher)

NouveauPH *
Ancien

NouveauO2 mg/l *
Ancien

NouveauTempérature (oC) *
Ancien

Alimentation fournie
(cocher)

Nbre de descendants
vivants ** Total

Récipient  1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
Total

Mortalité cumulée des
adultes ‡

*Indiquer quel récipient a été utilisé pour l'expérience.
‡Indiquer la mortalité de tout animal adulte par la lettre "M" dans la case appropriée .
†Indiquer les portées avortées par les lettres "AB" dans la case appropriée.



ANNEXE 4

EXEMPLE DE FICHE DE DONNÉES POUR CONSIGNER LES RÉSULTATS DES ANALYSES CHIMIQUES

(A) Concentrations mesurées

Concentration nominale Échantillon prélevé
durant la première

semaine

Échantillon prélevé
durant la deuxième

semaine

Échantillon prélevé
durant la troisième

semaine
après

renouvelle
-ment

avant
renouvelle

-ment

après
renouvelle

-ment

avant
renouvelle

-ment

après
renouvelle

-ment

avant
renouvelle

-ment

(b) Concentrations mesurées en pourcentage de la concentration nominale

Concentration nominale Échantillon prélevé
durant la première

semaine

Échantillon prélevé
durant la deuxième

semaine

Échantillon prélevé
durant la troisième

semaine
après

renouvelle
-ment

avant
renouvelle

-ment

après
renouvelle

-ment
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ANNEXE 5

CALCUL D'UNE MOYENNE PONDÉRÉE DANS LE TEMPS

Moyenne pondérée dans le temps

Étant donné que la concentration de la substance d'essai peut diminuer au cours de la période comprise entre
deux renouvellements du milieu, il est nécessaire de rechercher la concentration qui devrait être considérée
comme représentative de la plage des concentrations appliquées aux Daphnia  parents. Le choix devrait être
guidé par des considérations tant biologiques que statistiques. Si on estime, par exemple, que les effets sur la
reproduction sont surtout sensibles à la concentration maximale, il faut utiliser la concentration maximale. Si,
par contre, on juge que c'est l'effet cumulé ou à long terme de la substance toxique qui est prépondérant, il est
plus pertinent d'utiliser une concentration moyenne. Dans ce cas, la concentration moyenne pondérée dans le
temps convient, puisqu'elle tient compte de la variation de la concentration instantanée en fonction du temps.

Jours

Figure 1 : Exemple de moyenne pondérée dans le temps

La figure 1 représente un essai (simplifié), d'une durée de sept jours, avec renouvellement du milieu aux jours 0,
2, et 4.

• La ligne fine en zigzag représente la concentration en fonction du temps. La concentration est censée
diminuer suivant un schéma de décroissance exponentielle.

• Les six points portés sur le graphique représentent les concentrations mesurées au début et à la fin de
chaque période de renouvellement.

• La ligne épaisse représente la moyenne pondérée dans le temps.

La moyenne pondérée dans le temps est calculée de façon que l'aire sous la moyenne pondérée dans le temps
soit égale à l'aire sous la courbe de concentration. Le calcul correspondant à l'exemple ci-dessus est illustré dans
le tableau 1.
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Tableau 1 : Calcul de la moyenne pondérée dans le temps

Renouvellement
n°

Jours Conc. 0 Conc. 1 Ln (Conc. 0) Ln (Conc.1) Aire

1 2 10,000 4,493 2,303 1,503 13,767

2 2 11,000 6,037 2,398 1,798 16,544

3 3 10,000 4,066 2,303 1,403 19,781

Aire totale 50,091
Nombre total de jours :              7

Moyenne PT 7,156

Jours correspond au nombre de jours de la période de renouvellement
Conc. 0 est la concentration mesurée au début de chaque période de renouvellement
Conc. 1 est la concentration mesurée à la fin de chaque période de renouvellement
Ln (Conc.0) est le logarithme népérien de Conc.0
Ln (Conc.1) est le logarithme népérien de Conc.1
Aire est l'aire sous la courbe exponentielle correspondant à chaque période de renouvellement. Elle se calcule par la formule
suivante :

Aire = −
−

Conc C onc
Ln Conc Ln Conc

0 1
0 1( ) ( )

x jours

La moyenne pondérée dans (moyenne PT) est  l'aire totale divisée par le nombre total de jours.

Bien entendu, dans le cas de l'essai de reproduction chez Daphnia , le tableau devrait être complété jusqu'à 21 jours.

Il est clair que lorsque les observations ne sont faites qu'au début et à la fin de chaque période de renouvellement, il n'est pas
possible d'affirmer avec certitude que la baisse de concentration est effectivement exponentielle. Une courbe différente
donnerait lieu à un calcul différent de l'aire. Cependant, une baisse de concentration exponentielle est plausible et constitue
probablement la meilleure courbe à utiliser en l'absence d'autres informations.

Il convient toutefois d'être prudent si l'analyse chimique ne détecte aucune substance à la fin de la période de
renouvellement. À moins de pouvoir estimer la vitesse à laquelle la substance a disparu de la solution, il est impossible
d'obtenir une aire sous la courbe réaliste et, partant, une moyenne pondérée dans le temps qui soit raisonnable.
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