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Dear SirfMadam: 8803

ATOFINA Chemicals, Inc. (ATOFINA) is submlttmg the enclosed algal growth inhibition
test to the Environmental Protection Agency (EPA) pursuant to Toxic Substances
Control Act (TSCA) Section 8(e). The study was conducted according to EU Directive
92/69/CEE (Method C.3) and OECD Guideline No. 201. The study provides
information on ethyl mercaptan (CAS No. 75-08-1). This study does not involve effects
in humans.

Nothing in this letter or the enclosed study report is considered confidential business
information of ATOFINA.

The concentration of test substance that caused a 50% reduction in growth rate (ECsq )
in algae at 72 hours was 3.0 mg/l, while the concentration of test substance that caused
a 50% reduction in biomass of algae at 72 hours was 0.76 mg/l. ATOFINA will
incorporate the information in the Ethyl Mercaptan Material Safety Data Sheet..

Further questions regarding this submission may be directed to me at (215) 419-5890.

Sincerely,

Debra Randall, D.A.B.T. Contain NO ¢Bj
Product Safety Manager

Enclosures

ATOFINA Chemicals, Inc.
2000 Market Street
Philadelphia, PA 19103-3222
215-419-7000

www.AtofinaChemicals.com ) @}7 66,
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INHIBITION DE LA CROISSANCE DES ALGUES

AUTEUR(S) : H. THIEBAUD ; Coll. C. LESPAGNOL

RESUME DOCUMENTAIRE :

Dé&termination de finhibition de la croissance (toxicité chronique) o
MERCAPTAN vis-a-vis des algues d'eau douce Pseudokirchneriella 3
sur 72 heures, en suivant le mode opératoire décrit dans la méthy
‘lannexe a la Direstive 92/69/CEE de Ia Commission des Coifj
Européennes et la ligne directrice de 'OCDE n°201. Cefte éfude gy
conformément aux principes de Bonnes Pratiques de Laboratoire de I'Ck
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RESUME TECHNIQUE |

|

|

|

! .
4 algues d'eau :

La détermination dc l'inhibition de la croissance (tdxicité chronique) d '
Is subcapitata

douce Pseudokirchneriella subcapitata (précédemment nomunée Raphidoc
et Selenastrum capricornutum) exposées 4 'ETHYL MERCAPTAN pendant 72 hepres,
a été réalisée en suivant le mode opératoire décrit dans la méthode C3 df V’anncxe a la
Directive 92/69/CEE de la Commission des Communautés Européen iﬁs et In ligne
directrice de 'OCDE n°201. :

La méthode copsiste 3 exposer les algues & une gamme de concentratipns d° ' THYL
MERCAPTAN solubilisé dans I'eau de dilution. L'effct toxique observé e

la multiplication cellulaire au bout de 72 heures.

L'étude a-été réalisée dans des flacons type pénicilline de capacité nogninale ]120 ml
bouchés par des septa en PTFE sertis par des capsules en aluminium contgnant. 50 ml de
solution d'essai ensemencéc par unc suspension d'algues en quantité |
obtonir 10¢ cellules/ml en début d'essai. Les flacons d'essai ont €t¢ incuby
sous agitation et &clairage continu. La concentration algale a été mesureég 4
d'essai. Dos analyses chimiques et physico-chimiques ont été réalisécs erf début

" d'essai.

3
=
w
e
o
)
—_
»

La concentration en substance a étudier qui provoque une réduction de |
" oroissance (CEsgy), soit du taux de croissance (CEsg,) est déterminge. Hda NOEC (No.
" Observed Effect Concentration) ou CSEO (Concentration Sans Effe{ Obseryé), qui
correspond 4 la plus forte concentration testée ne créant pas d'effet signifugatif pay rapport
au témoin, est par ailleurs déterminée par une méthode d'analyse sta AF.thue (test de
Dunnett). Les résultats de I'étude sont :

Concentration inhibitrice et NOEC (mg/1) i ,
l valenr ‘ IC 2 95 % i
Biomasse intégrale ‘ §
CEsoi-72h 0,76 0,12-1,9 i
CEj0p-72h 0,13 0,003-0,4;
NOEC,, . 0,83 -
Taux de croissance :
CE5q,~72h 3,0 1,2-8,08
CEyqr-72h 0.55 0,007-1
NOEC,. 0,83 - i

IC ¢ intexrvalle de confiance
ND : non. déterminé

Ce documant est nofra propricts. Il ne patt ére i copid, i cormmunitpé & des tiers sans aut&mbonequase . Alochem||
Larepmduchondecerappartd'étudcn‘aaaummée mfumwdq'&oamiephologmphqwl
Etude n° 505/99/A - RC3505,.doc page 2/31
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Les concentrations inhibitrices et NOEC présentées dans le tableau ci-gf
déterminées en urtilisant les moyennes géométriques des concentrations initia
mesurées par Chromatographie gazeuse selon la méthode décrite en annexq

Les observations visuellcs ont permis de vérifier I'aspect des solutions en k
d'essai : les solutions d’essai ont été claires, non colorées, homogénes au dgurs dejl'dssai.
Aucune précipitation n'a ét€ obscrvée en fin d'essai. :

Les observations microscopiques ont montré que l'aspect des algues en [ d'ess{rijétait
normal par comparaison aux observations réalisées dans la solution oin :| algues

unicellulaires en forme de croissant de lunc de taille moyenne 5-10 pm. : l

Les variations de pH en cours d'essaj daps la séric témoin a été de 0,31 unifes.

Le critére de validité de I'étude relatif & la croissance dans la série témoingr éte rcqspiecté : .
le rapport de densité (R) mesuré dans la solution témoin est supérieure 4 1 | (R = 1146). ?

enne, pés été
de validité de
€té r :sgvecté,

Les résultats des analyscs montrent que les concentrations n’ont, en. m
maintenues dans la limite de 80 % des concentrations initiales. Le critére
I'étnde relatif A la stabilité de Ia substance pendant I'essai n’ayant p '
les résultats de cette étude sont A interpréter avec prudence. ?

La présente étude a été réalisée selon les principes de Bonnces Pratiques dé
I"OCDE. : |
|

e §12

Laborﬁtoiire de

La reproduction de o= rapport détude n'est autorisée qua eous forma da Bo-similé photographique I

i
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TECHNICAL SUMMARY |

o0} 4 | ey pinepemngesias st

" The determination of the growth inhibition (chronic toxicity) of the frgshwater algac
Pseudakirchneriella subcapitata (previously known as Raphidocelis sdfcapitata and
Selenastrum capricornutum) exposed to the test substance ETHYL MERY AN for a
duration of 72 hours was performed following the method C3 describgdl in Directive

92/69/EEC of the European Commission and in the guideline 201 of the O |

Algae were exposed 1o a range of conccntrations of ETHYL MBRCAPTAiQ dissq lvfe:d in
dilution water. The toxic effect measured during the assay was the inhib% jon of eellular [

multiplication over a time period of 72 hours. !

, gs and
ialgal
flasks -

o oy Gep gy

The study was performed using 120 ml glass bbttlcs stopperced with PTFE b
sealed wiih aluminium caps, containing 50 ml of test solution inoculate}with

suspension so that the initial cell concentration was equal to 1x1 04 cclls/ml. Test
were incubated at 23 + 1 °C continuously shaken and constantly illumirjjted. The|algal
concentration was measured daily. Analytical chemistry and ph

measurements were carried out at the beginning and the end of the test.

rsico-cheimical

= e

The concentration of test substancc causing a 50 % reduction in biomasg (EpC '
growth rate (E,Csp) was determined. The No Observed Effect Concentration
.corresponding to the highest testcd concentration where no signifidant e
observed in comparison to the control, was determined using a statigfical
method (Dunnett test). The results were as follows :

Effect concentrations and NOEC (mg/l) !
Value | 95 % C] | |
Biomass |
EpCs0-72h 0.76 0.12-1.5
EyCjg-72h 0.13 | 0.003-0.44
NOEC;, 0.83 - f
Growih rate ; i
E,Cgg-72b EY: 1.2-8.0] |
E,C1g-72h 0.55 0.007-1.5
NOEC, 0.83 -

CI : 95 % confidant interval
ND : not determined

La mproduction de oo rspport d'@ude n'est autorsda qua sous forme de fac-simiié photpgraphique

'Ca docurment et name proprietd, If ne peut &re ni coplé, ni communigué A des tiers sans autonzation expressa gBIf Atochem
Ftude 0~ SO/99/A - RC3505.dec page 4/31 ’
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The effect concentrations and NOEC shown in the previous table have b
using the geometric means of initial and final concentrations of ETHYL
determined by gas chromatography according to the method described in

rcport.

The appearance of the test solutions was visually checked at the beginning
of the test. Solutions were found to be clear, colourless over the period
precipitation was observed at the end of the test.

| .
Microscopic observation confirmed that the algac appeared normal at the ﬁlmd of e test
‘in comparison to the control : the normal form of the unicellular algaglis a crescent

shaped cell with an average length of 5-10 pm. |
During the test, the control pH varied by 0.31 units. |

The validity criterion of the study related to growth in the control was éaspect d :: the
increase in cell density (R), measured in the control solution between 1 ik end and the
beginning of the the test, was greater than a factor of 16 (R= 146). i

average, not maintained within the designated limit of 80 % of the initial [foncen AU ONS.
Since the validity criterion related to the test substance stability was notrespectgd, care
should be taken to the intcrpretation of results. : L

The chemical analysis showed that concentrations of ETHYL MERCA]%I‘AN Y;elf'e, in

The study was performed according to the principles of Good Laboratory \Uq’ractic 2 (GLP)
as described by OECD. | :

Ce document et notre propréts. 1l ne peut &t ni copié, i comimuniaud 2 des tiers sans autorisation expresse dFF Alochem,
1.2 reprodusion de on repport dPElude et SUtores GUe S0us ToIme 08 faCAIie photographique kT,

Etude n® 505/99A ~ RC3505.dac page 5/31 {
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RAPPORT D'ETUDE
ETHYL MERCAPTAN

INHIBITION DE LA CROISSANCE DES ALGUES DEAU DA pJCE

N° D'ETUDE BPL : 505/99/A

1. ASSURANCE QUALITE
2. SIGNATURES
3. IDENTIFICATIONS

3.1. Subsiance d'essai
3.2. Instaliation d'essai
3.3. Demandeur de 'élude
3.4. Calendrier

3.5. Archivage

4. OBJECTIF DE L'ETUDE
5" METHODE D'ESSAI

5.1. intreduction
5.2. Matériel et produits
5.3, Mode opératoire

6. Mode de calcul

6.1. Calcul des pourcentages d'inhibition
6.2, Caleul des rapports de densité (R)
6.3. Calcul des facteurs de croissance (k)
6.4. Calcul des concentrations inhibitrices
6.5. Détsrmination des NOEC

7. RESULTATS

7.1. Observations et mesures des paramatres physuoo—chtmlques
7.2. Concenirations algales, biomasse, et laux de croissance
7.3. Pourcentages d'inhibition

74. Concentrations en substance d'eseai

7.5. Concentrations inhibitrices et NOEC

7.6. Critéres de Qualité de I'étude

8. CONCLUSIONS
8. ANNEXES

9.1. Annexe 1 : Composition de 'eau de dilution

9.2, Annexe 2 : Pourcentages d'inhibition et courbes de croissance

9.3. Annexe 3 : Concentrations inhibitrices calculées par Ia méthode des Probi
9.4. Annexe 4 : Certificat d’analyse de la substance

9.5. Annexe 5 : Bulletins d'analyses statistiques

3.6. Annexe 6 : Méthode et bulietins d'analyses chimigues
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1. ASSURANCE QUALITE

La présente étude a été réaliséc sclon les principes de Bonnes Pratiques de [iaborat mke. de
’OCDE. !

Le Service Analysc-Environnement du Centre d”Application de Levallois|lisposq d’une
reconnaissance de conformité aux BPL émisc par lc Groupement Inte inistérel des
Produits Chimiques (GIPC) en date du & mars 1993 et reconduite a suite| d’une
inspection réalisée par Je Comité Frangais d'Accréditation. les 8 et 9| juillet 1}999,
conformément au décret n°90-206 du 7 mars 1990, pour les domaines dp compgtences
suivants : ' '

- Etudcs &eotoxicologiques sur les organismes aquatiques et terrestres.

' -Etudes portant sur le comportement dans l'eau, dans le sol o daus Pair ;
bioaccumulation. : :

Le laboratoire est accrédité par le COFRAC pour certains essais du pigjgrammie §26-2
«Essais de détermination de certaines propriétés intrinséques des substangps chimiques -
essais Scotoxicologiquesy, et est identifié sous le numéro d’accréditation : [§-0210.1

L'Auditeur Qualité du Centre d’Application de Levallois procéde aljdes apdits et
inspections portant sur les études, I’installation et les procédés, en vue : :

- d'établir 1a concordance de I'étude avec les Principes de Bonngs Praii ques de
Laboratoire de 'OCDE, » .

- de s'assurer que les méthodes, les modes opératoires et les o%ervati s sont
correctcrnent décrits dans le rapport d'étude et que les résultats irjtliqués fefletent
avec exactitude les données écrites de 1'étude. ;

Les dates correspondant 4 ces audits et inspections sont préscntcesfjau pat aéraphe
-« Calendrier » de ce rapport (§ 3.4.).

L'Auditeur Qualité ou son suppléant :

Datc Signature

Ce documant est notre propriete. Il ne peurt & ni copié, ni cormunicue & des bers aang autonzaion expresse Al Alochem,
La repreduchion de oc rappordt détude nest auforisée que sous fme de facsimila photogrephiue &
‘ Etude n” 505/89/A - RC3505.doc page 701

ry -

[= T g=1-1



1
et SENAs powas o A X o e aE L RARENT ASASMML AL ARANTY A I L

ATE - DD oy - o oo
H . \
i
{
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2 SIGNATURES
Nous, soussignés, certifions que les informations contenues dans ce rappprt con erincnt
uniquement la substance d’essai faisant I’objet de cette étudc, et reflétent gyec ex k:tijtude
les résultats obtenus sous notre responsabilité dans le Service Analyse Environnen ient du ]
Centre d'Application de Levallois. ’ X

Le Chef du Service Analyse Environnement : M. BOURALY

Datc Signature

‘ 11/ A/ Lo0d

Le Directeur de I'étude : H. THIRBAUD |

Date Signature

"5/‘1/7000 /

-

Ca document et noire propricté, 1 e peut Gire i copid, ni communiqué & des Bers sans autorisafion expresse JEK Aloches]
La reproduchion de oo rapport d'@ude n'est autofiséa que sous forma de facsimis photogrephigue kgl
Elude n~ SU/99/A - RC3505.doc page 8/31 ]
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3.1. Substance d’essai

Dénomination : ETHYL MERCAPTAN
N° CAS : 75-08-1

N° du lot : non communiqué sur le certificat d’analyse (annexe 4) |
Date de réception CAL : 15/02/99
Ne° d'enregistrement CAL : 505/99
Caractéristiques priucipales :

- apparence : liquide incolore

- pureté : 99.83%

- solubilité : 6,8 g/l dans ’eau 4 20°C
Précaution d'emploi et de conscrvation : voir FDS.
Une copie du certificat d'analyse de la substance est présentée en annexe 4} .

3.2. Installation d'essai

ELF ATOCHEM !
CENTRE D'APPLICATION DE LEVALLOIS (CAL) |
SERVICE ANALYSE ENVIRONNEMENT 1
95 rue Danton
92300 LEVALLOIS-PERRET |

Directeur de 'étude - E

H. THISBAUD |
Personnel impliqué dans I'étude :
H. THIEBAUD

Technicien(s) chargé(s) de la réalisation de l'étude : P. BROCHIHR, C. KAE, C.
LESPAGNOL %

Ingénieur chargé des analyses : F. PENNEQUIN

Technicien(s) chargé(s) des analyses : D. COPLOT x
|

, !

Rédacteur du rapport d'étude : C. LESPAGNOL |
mm@mmmllmmmmmmmnwammmammww

Ls reproduction da ca rapport d&tude nest sutnisée qua sous Tome de IEBoSIMEe phoogaphique
‘ Etude r° 505/99/A - RC35605.doc page 9/31
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3.3. Demandenr de I'éinde
M. DAM (DTF)

Moniteur de 'étude : Mme BUREAU (DSEP) i .

3.4, Calendrier f

Les dates de début et de fin d*expérimentation et d’étude sont commum:iquées dans lc
tableau ci~dcssous : ‘ é

Phase IPate
Ftude :
Début 15(03/99 | |
Fin 03§01/00|
Expérimentation :
Début 16/03/99
Fin 2DY05/99

Les dates dos audits et inspections réalisés par 1’ Auditeur Qualité sont les [guivantes

Type d’audit/inspection Date
Audit d’étude - :
Plan 114/03/99|
Rapport A)/12/99
Andit de I’installation (Locanx, Matériel, Systéme qualité) | 8 au[26/4/1¢ 99 |
Audit de procedés
Controle de sensibilité du réactif biologique 14/10/99 |

Traitement des demandes d’études 1#/10/99

Gestion et archivage des substances d’essai (B/04/9¢9

Etablissement des rapports d’€tude 16/09/99

3.5, Archivage

Les substances ¢tudides sont conservées dans le Service Analyse Envirogncment pendant
une durée de S ans au maximuwn.

L'ensemble des documents de I'étude est conservé au moins 20 ans.

Ce doctiment est notre propriété, Il ne peut ére ni copié, ni communiqué 3 das fiers sans sutorisstion expresselET Atocher!. :
Lt reproduciion da o rpport déhude st aUMOMSEe Que SOUS Tolne de facsimi photographicue fibégral :
Etude n® 505/9%/A - RC3505.dos page 10/31
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4. OBTECTIF DF L'KTUDE

|
i
|
|
!
|

L'chjectif de cette énide est de déterminer la toxicité chromique (infiibition de la

croissance) de I'ETHYL MERCAPTAN vis-a-vis des algues i'eau

douce

Pseudokirchneriella subcapitata en suivant le mode opératoire décrit dans la f\éﬂlﬂd& C3de

1’annexe 2 la Directive 92/69/CEE de la Commission dcs Communautés E
est en conformité avec la ligne directrice de 'OCDE n°201.

5. METHODE D'FSSAI

5.1.. Introduction

5».“1 1. Principe

Lcs algues vertes unjcellulaires sont exposées 4 la substance d’essai ajo
dilution, dans une série de concentrations donnée, pendant une période de
solutions ne sont pas renouveldes pendant I'essai.

Dans dcs conditions d’essai identiques et pour une gamme de concentraftons
des concentrations différentes en substance d’cssai ont des cffets di
croissance des algues, c'est  dire sur la multiplication cellulaire. En consj
d"essai, a chaque concentration correspond un pourcentage d’inhibition dg
algues. La concentration en substance 3 étudier qui provoque une réductig
de la croissance (CEsqp), S0it du taux de croissance (CEsq,) cst, si possik
par caloul. La NOEC (No Observed Effect Concentration) ou CSEO (Cor
Effet Observé), qui correspond 2 la plus forie concentration testéc qui no
significatif par rapport au témoin, est par ailleurs déterminée par une md
Statistique. :

mode

- une analyse de données existantes (linérature, etc.) ou un essai prélim .}lairc q
déterminer la gamme des conccntrations pour I'essai définitif. Cet essai cofjsiste 3
les algues & nne gamme de concentrations généralement comprises entre Qi1 et 1

i

i

) _ , |
L’étude est conduite en deux étapes : |
i

i

|

- un essai définitif, dont seul le résultat est retenu.

toxicité 2 100 mg/], un essai définitif pout etre réalisé a dos concentrati
100 mg/! si la solubilité de la substance le permet. Ou alors, il peut étre
limite 2 100 mg/1 ou 2 la limite de solubilité, si celle-ci est inférieure a 100

Si I’essai préliminaire’ (ou l’analyse des données existantes) montre 0@?

Ffopéenpies qui

ée a lleséu de
{es?. Les

i sert
lexjaoser

me/l.

En utilisant la méthode d’analyse retenue (voir § 5.3.4.), on réalisd|la mesude des

concentrations réclles de la substance d’cssal sur des échantillons piflevés ldans les
diverses solutions préparées pour I’établissement de 12 gamme de dilutiog}s. Ces anialyses
Ce document ext nolre propiéta. 1l ne peut e nl copié, ni communiqué & des fiers sans autorisation expresse dER Atocem.

La reprodiscion e 0s rAppoft étkte Nest aUIofEee que 50us forme de faosimié photographique intbl
Gtude n® 505/89/A, - RC3505,doe page 11/31

g # S

AL DY



B ] P L e asmnra awens

1

e e L | ERNEE gy

Elf Atochem S, A.
Centre d'Application de Levallois

sont réalisées au début de |’ essai (avant addjtion des algues) et en fin d’es%ri, apré
‘analyse | des

s algues. Par
contex‘zgutf les

déterminé la concentration algale. En fin d'essai, il est procédé a
échantillons prélevés dans une série de solutions d'essai ne contenant pas §
comparaison des résultats avec coux obtenus dans la série de solutions
algucs, la fraction de la substance qui s'est adsorbée sur les algues ¢
méthode d’analyse est déterminée aprés réalisation de 1’essai prélimin
permis dc préciser la limite de sensibilité nécessaire. Les analyses sont
vérifier que la concentration est maintenue dans la limitc des 80 % de Ig
initiale pendant la durde dec I’cssai.

5.1.2. Références
- Dircctive 92/69/CEE, annexe 11, méthode C3 "Inhibition des algues”.

- Ligne directrice de 'OCDE n°201(4/6/34). !
- Plan Qualité n°7 : «Toxicité chronique vis-3~vis des algues».
5.1.3. Déviations

Mlle LESPAGNOL a participé & I’étude bien qu’elle n’éit pas été prév#
d étude.

5.2. Matériel et produits

i

éval

5.2.1. Matériel |

L'étude a &te réaliséc dans une armoire de phytoculture qui permet d*incy]
d’essai dans des conditions précises : la température est programmeée a 23 B
disposés sur des plateaux 2 rotation alternée de 20 rpm, sont uniformern
passant devant 8 tubes fluorescents. La température relevéc cn continu

ans u

d'essai a été comprise cntre 24 et 22,5 °C.

i avoir

e; La

. l

ire, lequel a
alis€os pour
oncerntration

> dans le; plan

er les| flacons

; les
nt éck irés en

acons,

flacon

Les parameétres physico-chimiques ont été mesurés au moyen d'un mﬂmétre[l\/;[ettler

Toledo 345 pour les mesures de pH et d’un oxymétre WTW Oxi 538 po
l'oxygene dissous.

optiquc Zeiss RA34 & l'aide d'un hématimétre (cellule de Malassez
définitif, et par cytofluoriméirie a I'ajide du lecteur de microplaques (Cyto
le cadre de 'essai préliminaire.

La détermination de la concentration algale a été réalisée par comptagiau mig

'

Les récipients pour essai sont des flacons type pénicilline de capacité fpminals

bouchés par des septa en PTFE sertis par des capsules en aluminium. |

i
i

Cedoumenlastmuaplm‘iae.llmpemenaniwpié,rﬁmﬂmkp&édcsﬁcmmuubrbaﬁonmwm'fmdm,
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Le matérie} analytique pour le suivi dc la concentration de la substance

annexe 6.

5.2.2. Produits et réactifs

- Eau : pour la préparation des solutions méres du milieu d'essai, il est fa

ultrapure (ultrafiltration, charbon actif, échange d'ions, filtre 0,22 pm) ; de
réalisation du milicu d'essai (eau de dilution) les solutions méres sont
I'eau ultrapure.

- Réactif biologique : les organismes pour essai sont les algues d'eau
wnicellulaires, Pseudokirchneriella subcapitata souche CCAP 278/4 |

nommée Raphidocelis subcapitata et Selenastrum capricornutum) ; la sd)

&té obtenue anprds du Culturc Center of Algae and Protozoa.

- Réactifs chimiques : les réactifs utilisés pour la préparation de l'eau d%

annexe 1) sont de qualité "pour analyse".

5.3. Mode opératoire

5.3.1. Culture et préculture des algues

[P

- K b r

P
A
est déprit en

t usage él‘eau
inéme, pour la
luées dans de

|

uce, veries et
récéd¢mment

che utilisée a

dilution '(voir

Les conditions de culture sont décritcs dans 'annexe 1 de la méthode C
contenant environ 100 ml chacun d'une culture mere axéniquc son
permanence a 23 =% 1
pour 8 heurcs d'obscurité, et sous aération continue par de l'air filtré
culiures meres sont renouvelées chaque semaine par deux nouvelles cult;
partir des culturcs précédentes.

La qualit¢ dcs oultures meres est vérifiée avant chaque utilisation i

Quatre jours avant le démarrage d'un essai, doux pré-cultures sont réaligg

de chaque culture mére. De fagon stérile, 5 ml de culture mére sont dil
d'eau de dilution stérile. L'incubation est réalisée selon le méme protocols
ci-dessus pour les cultures méres. Une seule des 2 pré-cultures scrt 2
fioles d'essai, la seconde est préparée an cas ol la premicre viendrait a &t

Le jour de I'essai, environ 50 ml de la pré-culturc sont prélevés stérileient et
erming

dans un récipient. La concentration cellulaire de cette aliquote est d
calouler Ic volume de pré-culture algale a ajouter 3 chaque récipicnt d'd:

= sons ¢olaitement photopériodique de 16 heure%L dilt
| 0,22
|

ar un
microscopique pour vérifier l'absence de microorganismes et de cellules déforméps.;

| Deux flacons

majntgnus en
ination
m Ces
iqiécs a

es 1e

examen

d:ilution

ansférés
afin de
obtenir

une concentration algale de 104 cellulcs/ml & TO. La concentration algalgide la p ré-culture

est de 2,16 106 cellules/ml pour I'essai préliminaire et de 1,02 107 cellu
definitif,
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5.3.2. Préparation des solutions

Les solutions ’ETHYL MERCAPTAN dans l'eau de dilution sont prépi
J'essai. I

tes le jour de

dé dilition

Leos essais étant réalisés dans des flacons hermétiquement bouchés, I' -‘,-3 il
PES 6/ mM :

décrite en annexe 1 est additionnée de NaHCO3 a 0,3 g/l, et de tampon ;»'-
(el de sodium de Dacide 4—(2-I—Iydroxyeﬂ1yl)-l—pipcrazinecﬂlanesul !! ique)| Cette
disposition est décrite dans lc projet ISO/CD 14442 : Water Quality - Guijglance for algal
growth inhibition tests with poorly soluble organic and inorganic §plids, volatile
compounds, heavy meials and waste water. ' : .

5.3.3. Essai préliminairc

Des volumes adéquats d’une solution mére d’ETHYL MERCAPTAN 2|1 00 my ylj dans ‘
Jeau de dilution sont versés dans des fioles jaugées de 100 ml et compldtys par lc'eau
de dilution pour obtenir la gamme concentrations nominales allant de 1008 0,1 mg/l !

Les solutions d'essai préparées sont ensemencees afin d'obtenir une concegiiration ixflitiale
de 104 cellules/ml. L

Les flacons sont alors bouchés avec des bouchons sertis en PTFE gt placé bst dans
I’armoire de phytoculture. i

i .
Un récipient témoin (T) contenant l'eau de dilution et linoculum algal ainst jqu'un
récipient "blanc” (Bl) contenant sculement l'ean de dilution sont préparés[et incubés dans
lcs mémes conditions. :

Aprés 24 h, 48h et 72b d'incubation, un volume de 200 pl est prélevé solp agitation dans
chaque récipient d'essai ct introduit dans un puits d'une microplaque ey
conservée a 'obscurité avant de mesurer la fluorescence. Cotte mesure ¢s
du cytofluorimétre et, par Comparaison a une gamme d'étalonnage, la cong
cst détcrminée en fonction de la fluorescence mesurée. La concentrati
utilisée pour le calcul des pourcentages d'inhibition .

Le pH et I'O, dissous sont mesurés & la plus forte concentration et :J;ﬁ s le té mciyin, en
début d'essai dans la fraction non utilisée de la solution d'essai ensemjencée, eticn fin
d'essai dans le flacon d'essai ensemence. :

Les résultats obtenus servent 3 définir la gamme de concentrations de 'egyai défi mitiif.

5.3.4. Méthode d’analyse

Les apalyses de la substance en cours d'essai sont réalisées par chromatiigraphig gazeuse
selon la méthode décrite en annexe 6. 3

lamprﬁudbndemmppuﬂ&éﬂuden‘aﬂ%&eewmmdemsiﬂIQMUgmwnw

Ca document est notre propricté, Hnepe\k'éhenicopié, nimmuni;éédeaﬂussamaum:’saﬁonmmseﬁmm . ,
Etude n* 505/29/A - RC3505.dac page 14/31




1

oA EmAN par - J
P D Lk 2D OO A ALK HAUE LI DO JLLLE A LD O L

1t - IO rg - Lo oo

EIf Atochem S. A. :
Centre d"Application de Levallois : ;

5.3.5. Essai définitif

Des volumes adéquats d’une solution mére d’ETHYL MERCAPTAN & [100 m lklans
I'eau de djlution sont versés dans des fioles jangées de 500 ml et compléts par de eau
dc dilution pour obtenir la gamme de concentrations nominales allant de 30(2 0,3 o g/l

Les concentrations sont choisies de manire a former une progression gé hmétriq ie|avec
un rapport de 2,1. | %

La préparation des solutions d'essai st réalisée comme décrit pour Pessailpréliminaire. 3 |
répliques sont préparées par concentration testéc et pour le témdn. Urle ;série f
supplémentaire de flacons d'essai cst préparde et incubée dans les méme conditions que
les flacons enscmencés ; elle sert déterminer une éventuelle adsorption) absorption ou
métabolisation de la substance d’essal par Ics algues. I

Les solutions d'essai préparées sont ensemencées afin d'obtenir une concqimtratiom initiale
de 10% cellules/ml. : ' z

Les flacons sont alors bouchés avec des bouchons en PTFE sertis :t place?esaf dans
I’armoire de phytoculture. T b

Trois récipients témoiuns (T) contenant Yeau de dilution et I'inoculum alg%finsi dqu%: wois
incubés

récipients "blanc” (Bl) contenant seulement l'eau de dilution sont Pripy
dans les mémes conditions. .

Aprcs 24 h, 48h et 72h d'incubation, un volume suffisant et inférieur a |l .
sous agitation dans chague récipient d'essai et introdujt dans un tubc 2 fémolyse.
chaque prélévement, les flacons d’essai sont repositionnés dans 1’armoire
Les tubes a hémolyse sont conservés I'obscurité. Au moment du co
sont agités manuellement, et une fraction de la solution est prélevée afin
concentration algale dans chaque récipient d'essai. La concenration me
pour lc calcul des pourcentages d'inhibition et la détermination |
croissances. '

Le pH et I'0, dissous sont mesurés & toutes les concentrations en débug d'essal et en fin
d'essai. ' :

5 3 6. Contrdlg de sensibilité du réactif biologique

La méthode C.3 ne requiert pas la réalisation d’un essai sur le dichron
dont le résultat correspondrait a un critére de qualité. La sensibilite du f
est cecpendant contrdlée epviron tous les 2 mois en réalisant un essai dp toxic téi avec le
dichromate de potassium. La CEsgr - 72h et la CEsgp, - 72h du dichromglate de potassium
sont déterminées. A titre indicatif, les résultats du dernier essal, réali 4 1e 29/04/99, ont
abouti 3 une CEsq, - 72h de 0,76 mg/l et une CEsgp - 72h de 0,29 mg/L. i

te de pdtassium
actif biologique

Lamplmuajmdca:mppoﬂd‘éwden'aﬂaubméeqnmbmdemmmg ¥
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6. MODE DE CALCUL

6.1. Caleu) des pourcentages d'inhibition

Les pourcentages d'inhibition ont &t calculés en suivant deux modes, jn utilisant les

valeurs de la biomasse intégrale. Ic second les valeurs des taux de croissanf

Biomasse intégrale
La surface comprise entre la courbe de croissance et la ligne horizontale,

courbe, est calculée a I'aide de la formule suivante

- o - .
A:_I:I.&E_N_th] +.N_J_NEZ__21_\I_&X(1;2 _.tl)+___+

N,_,+I\;,—2No ot

avec : . -
A, l'aire sous la courbe ;
Np, la concentration algale (cell/ml) au début de I'essai ;
Nj, la concentration algale (cell/ml) au temps t; (1y),
N,. la concentration algale (cell/ml) en fin d'essai (t,) ;
t,, le temps (heures) écoulé entre le début de I'cssai et le premier JO“
t,, le temps (heures) écoulé entre le début de 'essai et le dermer jour

du témoin. Le pourcentage moyen d'inhibition de la croissance de la
ensuite calculé pour chaque concentration d'essai 4 1'aide de la formule s

Les valeurs de A sont calculées pour chaque réplique des différentes s}

A x 100

a-—

L A -
Al T
A
avec :
A, I'aire moyenne sous la courbe de croissance du témoin ;

A. , l'aire moyenne sous Ja courbe de croissance  la concentration d

Ces valewrs A et A sont calculées en moyennant les valeurs des airéka SOus

des répliques pour chaque concentration d'essai.

Les concentrations efficaces (inhibitrices) pour x % de la population
lorsque les calculs sont réalis€s d partir des pourcentages moyens ¢
croissance dc la biomasse (14;)-

Taux dc croissance

Les taux de croissance spécifique (#) pour les culturcs en pha
exponentielle sont calculés pour chaque réplique aux différentes conj
avec I'équation :

Ca document est nolre proprété. i ne peut &re ni copié, nl commauniqué & des biers sans autorisation expressel]
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InN,, ~ N,
tn - tﬂ

ot ty correspond au début de ['essai.

Le pourcentage moyen dinhibition du tanx dc croissance spécifique (1
calculé pour chaque concentration d'essai a I'aide de 1a formule suivante :

B ”l H. —Hi y100
K

avec :
M., le 1aux de croissance spécifique moyen du témoin ;

4, , le taux dc croissance spécifique moyen 4 la concentration d'essai

‘Les concentrations efficaces (inhibitrices) pour x % de la population sxﬁ}: notéps
"Jorsque les calculs sont réalisés i partir des pourcentages d'inhibitig

croissance spécifique (1)

. 6.2. Calcul des ragporﬁ de densité 113)

Le rapport de densité (R) calculé pour chaque conceniration et pour le tém

rapport des concentrations cellulaires moyennes en fin d'essai (N,) et au

(Np) :

v
2

6.3. Calcul des Tacteurs de croissance (k)

Le facteur de croissance (k) est égal 4 :

Ln_ﬁ:—Lnﬁ;

k=
T

ol T est le temps en jour.

Le facteur de croissance cst I'équivalent d'un taux de croissance moyen I,ﬁr jour ‘Q'eésai.

;) est

6.4. Calcul des concentrations inhibitrices

La relation existante entre I’expression de la toxicité (ici I'inhibition de ¢;
et la concentration de la substance ne suit pas un modéle linéaire. P

Ca document est notre proprigté. |l ne pett Stre ni copie, N communiaus A oes ters sarns autorisaton exprosse
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méthode de lindarisation qui a &<¢ employée pour déterminer les

Joncenty

inhibitrices (concentrations efficaces) est la relation Probit/log.

6.5. Détermination des NOEC

La NOEC (No Observed Effect Concentration), ou Concentration Sans

été détermindes :

- La NOEC,, calculée par comparaison statistique des valenrs desjaires’

courbe de croissance (A) des répliques de chaque concentration avec *

i et i}:zérvé

(CSEO), a ét¢ déterminde par analysc statistique en appliquant la méthodér de D
I'aide de la version 1.5 du programme établi par I'US EPA. Deux valeurs|le NOJ

atjons

nett a
7C ont

ous la

témoij ,

~ La NOEC,, calculée par comparaison statistique des valeurs des tau:L de cro

(W) des répliques de chaque concentration avec le 1émoin. i

Z.RESULTATS
7.1, Obsexvations et mesures des parameétres physico-chimiques

Les observations visuelles ont permis de vérifier I'aspect des solutions en |;
d'essai : les solutions d'essai ont été claires, non colorées, homogenes au ¢
Aucune précipitation n'a été observée en fin d'essai.

Les observations microscopiques ont montré que I'aspect des algues en
normal par comparaison aux obscrvations réalisées dans la solution t
unicellulaires en forme de croissant de lune de taille moyenne 5-10 pm.

Le pH et la teneur en oxygéne dissous ont été mesurés dans les solutions d
et en fin d'essai :

sance

1ei1 fin
I

'essai.

d’essjai i6rait

Qi ;

Echantillon Concentration pH O, dissous (mil)
nominale

Référence (mg/l) 0 T72h 0 T72h
T 0 7,27 7,58 9,2 9B i
5 03 748 | 7.54 5,0 il |
f 0.7 7.28 751 9.0 9.9 [
e 1,5 7,32 7,50 8,9 9,
d 3,2 7,29 7,40 9,0 9,
c 6,8 7,24 7,38 9,0 9.8
b 143 73] 7,29 8.8 8.1

i a 30,0 7,20 7,19 9,0 8
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1.2. Concentrations algales, biomasse, et tanx de croissance

L'annexe 2 présente les concentrations cellulaires de chaque réplique qf
mesurées au moment de V'essai définitif a 0, 24, 48 ¢t 72 heures. Les vl

noyenne
oyennes

calculées des aires sous la courbe (A) et des taux de croissance (1) sont ces dans
cette annexe et résumeées dans le tableau ci-dessous :
Echantillon Cuncen‘traltinn Concentration algale moyenne (cellules/ml) "l
nominale :
Référcnee (mg/D) TO T24h T48h T72h ,
T 0 10° 57710° | 34610° | 1,46 10° | 2.66]107 | 6.0692
g 0,3 10° 52710" | 2,5510° | 1,40 10° | 2,3R10 0,0687
£ 0,7 107 523 10° ["3,9910° | 1,3410° | 2,65[107 04,0680
e 1,5 10° 4,5010° | 2,8510° | 1,01 10° [ 1,98107 | §.0841
d 3.2 10 44010" | 2.5710° | 7,9710° | 1,6§]10° | 4.0608
o 6,% 107 4,1710" | 1,93 10° | 6,53 10° | 1,30(10° 4,0580
b 14,3 10° 4,1310° | 6,70 10° | 7,77 10 | 2,94l10° 09,0285
a 30,0 10° 2,2710° | 2,7710° | 3,1710° | 9,3R|10° 09,0160
i
|
il

L'annexe 2 présente par ailleurs les moyennes des rapports de densité (R))
dc croissance (k) pour chaque concentration d'essaj et pour le témoi
rapport moyen de densité dans le témoin -est de 146 ce qui est super:
minimale de 16 (cf. criteres de validité). :

Les courbes de croissance moyenne 4 chaque concentration et pour le
dans I'annexe 2. Dans la série témoin, la cinctique présente bien une g
latcnce au début de I'essai suivie d'unc phase exponentielle de croissance. |j

7.3. Pourcentages d'inhibition

Les pourcentages moyens d'inhibition calculés 2 partir de la biomasse uu
des taux de croissance (Ipi) sont présentds dans le tableau ci-dessous ;

Echantillon Coucentration TAi | |TH
nominale
Référence (mg/1) (%) {%)
T 0 0 0
2 0,3 11,05 0,75
f 0.7 1,19 1,75 |
e 1,5 26,95 7,42 |
d 32 39,05 12,11 f
c 6.8 51,58 16,10 *
b 14,3 83,96 58,85
a 30,0 96,28 76,86

@m&nmmﬁllmmﬁ%&MMdWwéMMMMwm%

La reproduction de o2 rapport d'éhide Nest autorisde Gue Sous forme da fac-£imild phatagraphigue
Etude n° 505/99/A - RC3605.dos page 19/31

La valeur du
a la valeur

[Egrale




R N )

i

= e e mr e R am - L I T IR S S U T LT L ¥ N

Elf Atochem S. A.
Centre d'Application de Levallois

7.4. Concentrations en substance d'essai

Lo tableau ci-dessous présente les concentrations (mg/l) en ETHYL MER
les solutions d'essai non ensemencées (sans algues) en début et en
parenthéses figurent les résultats des analyses en fin d'essai mesurées

ensemencces avec les algues. La méthode et les bulletins d’analysed
annexe 6. ;
Echantillon Concentration es ETHYL MERCAPT
Référence . Nominale Mesurée dany les solutions sans algucs M"yycilnc*
(mg/l) Initiale Finale ** | FinalVinitll | géométrique
(mg/) (mg/N % wg/l)

T 0 <LD <1LD - 0

g 0,3 nd nd - | 0

f 0,7 <LD nd - 0

¢ 1,5 - <LQ nd - ]

d 3,2 32 <1LQ - 0

c 6,8 1,47 0,468 31,84 0,83

b 14.3 4,51 3,12 (1,24) 70,73 3,79

a 30.0 8,68 8.20 (4.73) 94.47 8.44
< LD ou <LQ : concentration inférieure 3 la Limite de Détection de 1z méthode d'apalysc zo 1 0,0245 mp/l ot 4 la
Limite de Quantification de la méthode dlanulyse soit 0,0815 mg/l. * Concentrations cal Hlées pz{réhression
linéaire d’aprés les moyenmes géométriques des concentrations initiales et finales mesurdes. Ml entre parenthéses :
concentrations mesurées en fin d'cesai dane la série ensemencée avec des algues. ND : non ning. ;

i

: . . X , ! :
A la plus forte concentration, dans les solutions d’essai non ensemencé yl pax des algues,

le rapport des concentrations mesurées en début et en fin d'essai est supégieur a
rapport diminue avec la concentration puisque la concentration firflle en

MERCAPTAN ne représente plus que 71 % de la concentration initi" e 4,51

seulement 32 % de 1,47 mg/l.

|
Par conséquent, les concentrations en substances n’ont, en moyenne, pag
stables pendant I'cssai.
< 80
able p
les-ci

c’est

4
hots i

Les concentrations initialcs mcsurées n’étant pas équivalentes (
concentrations nominales, et la substance n’ayant été que partiellement
duréc dc I’cssai, dos concenirations d’exposition sont calculées. C
moyennes géométriques des concentrations initiales et finales mesuré
racine carrée du produit des concentrations mesurées cn début ct enfin d’

C,, =CCr

T

7.5. Concentrations inhibitrices et NOEC i

Les calculs des concentrations inhibitrices (concentrations efficaces) prd

3 sont réalisés avec les concentrations moyennes géométriques. Le 7

niés
lletinw
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statistique pour la détermination des NOEC cst prcsenté en anncxe 5.
CEsg, CE;y, et NOEC, sont mentionnées dans le tableau ci-dessous -

ILes v%chIfms de
; H

Concentration inhibitrice et NOEC (mg/l)

valeur ] IC 2 95 % ?

Biomasse intégrale !

CEsg,-72h 0,76 0,12-1,5
CEyop-72h 0,13 0,003-0,4i
NOEG;, 0,83 - :
Taux de croissance : ’ ;

CEsg,~72h 3.0 _ 1.2-8,0 K
CEq10y-72h 0.55 0,007-1,1 .
NOEC, 0.83 -

I1C : intervalle de confiance
ND : non déterming

7.6. Critéres de Qualité de 1'étude

7.6.1. Rggport de densité
Le rapport de densité R de la solutions témoin estsupérieur & 16 en 72h (]

¥

7.6.2. Conccentrations dc la substance

Les résultats des analyses (voir § 7.4.) montrent que les concentrations

finajes

moyenne. pas ét¢ maintenues dans la limite de 80 % des concentrations iﬁﬂltiales.

Ce docurment et nolfc propriéis. It ne peut e ni copid, nloominunlquéédea ters sans autorisalion capresse
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8. CONCLUSIONS

L'¢tude de la toxicité chronique (inhibition de la croissance) de I'ETHYI]
vis-a-vis des algues d'eau douce Pseudokirchneriella subcapitata a permis d
concentrations inhibitrices et les Concentrations Sans Effet Observé pr

tablcau suivant ;

e, { "

APTAN
lilélcl' Ics

dans le

Concentration inhibitrice et NOEC (mg/T)

valeur IC a 95 %
Biomasse intégrale '
CEggy,-72h 0,76 0,12-1,9
CEqop-72h 0,13 0,003-0,4)
'NOEC,, 0,83 -
Taux de eroissance
CEgg,~-72h 3,0 1,2-8,0
CEqr-72h 0,55 0,007-1,]
NOEC, 033 -

IC : intervalle de confiance
ND : non déterminé

Le critére de validité de I'étude relatif 3 Ia stabilité de la substance

n’ayant pas eté respecté, les résultats de cette étude sont & "#;

prudence.

urwwm&mmwd'&ﬂen'eztmqammdefammmhml :
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| .
3. ANNEXES
2.1. Annexe 1 ; Composition de I'eau de dilution | :
L'eau de dilution est préparée de la fagon décrite dan.s l'e paragraplvi 1.6.1;2 gde Ia
méthode C.3. Quatre solutions méres sont préparées par dilution dans 'edy ultra- pure des
éléments décrits dans les tableaux suivants : |
;
Substance Concentration dans 1a Concentratign finald
solution mére
Solution mére 1 : macro-nutriments | :
NH,CL 1,5g1 15 )
MgCl,.6H,0 1,2 g/l 12 mgi1 :
CaCly 2H,0 1,8 g/l 18 m
MgS0,.7H,0 15g/ 15m '”
KH,PO, 0,16 g/l 1.6 mgﬁf?[ i
Solution mére 2 : Fe - EDTA , l
FeCl3.6Ho0 80 mg/l 0,08 mw |
(Na,EDTA,2H,0) 100 mg/1 0,1 mgw
Selution mere 3 ; oligo-éléments f
H;B0, 185 mg/| 0,185 :'1 |
MnCl,.4H,0 415 mg/l 0.415 1
ZnCl, 3 mg/] 3x 103 xﬁ}gﬂ o
CoCl,.6H,0 1,5 mg/l 1,5x 103 Hng/l
CuClL,2H,0 0,01 mg/1 105 mg,fﬁ :
Na,Mo0,.2H,0 7 mg/l 7x 103 .ﬂyl
Solutien mére 4 : NaHCOjy | i
NaHCO; S0 g/l 50 mg) :
f ;
| :

Les solutions méres sont préparées par dilution des substances (pesées av]
indiquée par le nombre de décimale dans le tableau cj-
préalablement stérilisée 3 I

autoclave. Elles sont ensuite stérilisées

dessus) dans de

une

'eau ultra-pure

@memmmllmmmmwpammmmammsamammﬁmwd '
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i
I

(solutions 1, 2 et 3) ou par filtration (solution 4) sur membrane (diam J*%re: de pmj'es de

0,22 pm) ct stockdées a I'obscurité a 4°C. i
= %
Pour préparer 0.5, 1, 2 ou 5 litres d'eau de dilution 4 partir des sblutiong précédemment
décrites, verser les volumes spécifiés dans le tableau ci-dessous dans envifon 0,4 ’ 0,8, 1,5
ou 4 litres d'eau ultra-pure. Ajuster 4 0,5, 1, 2 ou 5 lires avec de¢ I'dju ulir -pure et
homogéndiser. Cette opération est réalisée en ambiance stérile autour d'ui} bec Bunisen et
avec des pipettes siériles jetables. ! ;
Eau de dilutien (0,5, 1, 2 ou 5 litres) i i
Volume 2 diluer (ml) |
Solution n° 1 5 10 20 ||l 50 ||
Solution n° 2 0,5 1 2 | s
Solution n° 3 0,5 1 2 b5
Solution n° 4 0,5 1 L EEN
Eau ultra-pure (QSP) 0.5 litre | 1 litre 2 litres litreJ

Aprés équilibrage avec I'ajr, le pH de I'cau de dilution est d'environ
dilution ne peut &tre conservée que quelques jours & 23 + 2°C et 4 'obscuf

Cé gocument est noe Propriete. || ne peut &re i copié, N oommuniqud 2 des ers sans aulorsarnion
La reproduction de ca repport d'étude n'ect autorisée Gue sous forme de feosimic phatographique
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9.2. Annexe 2 ;

Essai de toxicité vis-a-vis des algues
Feuille de calcul des pourcentages d'inhibition st courbes de croi

ssance
]
Echantillon : Nom ;_Ethvimercaptan Date ;| 28-mai-88
ReL. CAL : _ 505/99 5
i
N° d'étuds : [_505/99/A Initlales Technicien :[____CLL i
 Ectiantilion Replicat Concentration algale (Cell./ml) A i
Référence N° 10 T24h T48h T72h i
T 1 1.0E+04 | 7.00E+04 | S.51E+05 | 151E+00 3,24'1—:"'-»%‘
T 2 1,0E+04 3.80E+04 | 1,97E+05 | 5.70E+05 1,18E+
T 3 1.0E+04 | 6,50E+04 | 4,90E+05 | 1,89E+06 | 3.G4E+
T may. 1,00E+04 | 577E+04 | 3,46E+05 | 1,46E+06 | 2,66F
g. 1 1.0E+04 | S,20E+04 | 3 41E+05 | 227E+06 | 3,61E+0]
q 2 1,0E+04 4,00E+04 | 2,02E+05 | 8,60E+05 | 1,55E+@f
] 3 10E+04 | 660E+04 | 273E+05 | 1,08E+08 | 1,83E<
Jg: moy. 1,00E+04 | 5,27E404 | 2,55E+05 1,40E+OB 2,36E
f 1 10E+04 | 4.10E+04 | 3.45E+05 | 1,40E+06 | 2 55E+M]
1 2 1.0E+04 | 3,50E+04 | 3,12E+05 | 4,75E+05 | 1,39E+
f 3 1,0E+08 | 8.10E+04 | 540E+05 | Z.13E+0B | 3.99E+
T moy. 1,00E+04 | 5,23E+04 | 3,99E+US | 1,33E+06 | 2,63E+Hy
@ 1 . 1,0E+04 | 3.30E+04 | 2,81E+05 | 850E+05 | 1.71E+8}
e 2 1.UE+04 | 5,80E+04 | 2,61E+05 | 71,056+06 | 1,97+
e 3 1,02+04 4, 40E+04 3, 14E+05 1,.12E+08 2,14E+§W
e moy. 1,00E+04 | 4,50E+04 | 2,85E+US | 1,01EHI6 | 1,94E+
d T 1,0E404 | 4.10E+D4 | 2.79E+05 | B.OOE+0S | 1.43C+if
d 2 1,0E+04 | 5,00E+04 | 2,42E+D5 | 9,80E+05 | 1,02E+b}
o 3 1.0E+04 4, 10E+(4 2,51E+05 &, 10E+]S 1.6 E+j)'
d moy. | 1,00E+04 | 4.40E+04 | 267E+05 | 7.97E+05 | 1,62E0Y
c 1 1.0E+04 | 3.10E+04 | 1,54F+05 | 5,90E+05 | 1,09E+{f
c 2 1O0E+04 | 460F+04 | 153E+05 | 5.90E+05 | 1,43E+Df
G 3 1,0E+04 4.80E+04 | 2,71E+05 | 7.80E+05 | 1,64EOF
< moy. 1,00E+04 | 4,17E+04 1,93E+05 | 8,53E+05 | 1,290E+Df
b 1 1.0E+04 | 4,00E404 | 6,90E+04 | 8,70E+04 | 3,06E+DB
b 2 1,0E+04 | 4.70E+04 | 5,208+04 | 7,10E+04 | 2,63E+DB
b 3 1.0E104 | 3,70E+04 | 8,00E+04 | 7 50E+04 | 3,11E+06
b may, 1,00E+04 | 4,13E+04 | 6,70E+04 | 7,77E+04 | 2,93EH
a 1 1,06+04 | 1,70E+04 | 1,80E+04 | 2 90E+04 | 6,12E+D5
a 2 1,0E+04 | 2,20E+04 | 3,00E+04 | 2,20E+04 | 9,12E+5
‘2 3 1,0E+04 | 2,90E+04 | 3,40E+D4 | 4,40E+04 | 1,44E+B
a moy. 1,00E+04 | 2,27E+04 | 2,77E+04 | 3,47E+04 | 0,88F

Gedmnteatno!repmpriété.Ilmpem&mnimpié,niwmmviquéédeaﬂemzamammﬁmwﬁgm.
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Essai de toxicité vis-a-vis des algues

Feullle de calcul des pourcentages d'inhibition et courbes de croksance ;
Echantillon: [ Nom :; Ethyimercapian Datel:]  28-m&i-99
Ref. CAL : 505/99 !
N° d'étude : l 505/99/A Initiales Technicion : CLL :
Echantillon Concentration algale moyenne (CollJmi) Rapport (R}
Référence 0 24 48 72 densités
T 1,00E+04 5 77E+04 3,46E+05 1,46E+06 146
g 1.00E+04 5276104 2,55E+05 1,40E+086 140
f 1,00E+04 5 23E+04 3 895E+05 1,34E+06 134
e 1.00E+04 4,50E+04 2,85F+05 1,01E+08 101
d 1,00E+04 4. 40E+04 2 57E+05 7.97E105 30
o 1,00E+04 4,17E+04 1,93E+05 6,53E+05 65
b 1,00E+04 4, 13E+04 6,70E+04 7. 77E+04 )
3 1,00E+04 2.27E+04 2776104 3 17E+04 3

#NIA HDIVIO! #DIV/O! #DIV/OI #DIV/0! #DIV/0!

#N/A " #DIV/0! #DIV/O! #DIV/Q! #DIVA! #DIV/IOL
gﬁoumentages moyens d'inhibition | :
Echantillon | Biomasse * Taux de | !
Référence | : intégrale croissance - - i .

— 1A3 (%) fui (%) _ Validité de I'e xal
T 0.00 0.00 {Condition : R témold > 16) ||
q 11,05 0,75 ' T Oul
f 1,19 1,75 ' ;
) 28,95 7 A3 :
d 38,05 12,11 i
c 51.58 16,10 i
b 88,96 58,65 ;
a 96,28 76,86 .
#N/A #DIV/IO! #DIV/o! '
#NIA RDIVIGL TDIVID! ‘

Courbes de croissance des algues

1,80E+08 -
140E+06
1.20E+08
1,00E+06
8,00E+05
B,00E+05
4. 0E+0S
2,00E+05

Concentration aigale (eeltind)

0 24 48

Temps (holiros)

T—X~-g--+-1—® —e—o—q —X~C— & —D--A--a—o —FVA

Cemwardepméé line paut &frs ni coplg, nlommuniquéédeaﬁerasamauﬁormﬁonmmd
lammmumndemmpmnd'a.den'wamoméemesousm&hoﬁniémmhmi Hiyral,
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9.3. Annexe 3 : Coucentrations inhibitrices calculées par la méthode dis Prohits
TOXICITE CHRONIQUE VIS-AVIS DES ALGUES
Fauille de calcul des concontration inhibifrices par fa méthode des Probits
|
Substance éfudida : Nom : Ethylmencaptan Date ;[ oo/flen '
Raf. CAL ; S05/99 | ;
Numéro d'itudo : [ S05/99/A . Initiates Yochnicien :| c .
Méethode par mesure de la biomasse intégrale :
Données utiliséas pour le calcul Cone. Inhibitrices (CEx) g/ !
Concemration Inhibition (A1) PROBIT log conc. X CEyq, CEx, CExp ’
calcuiées (%) compés y x 4 inf. =up. v
mg/| (%) :
8.44 96,3 96 6,750 0.926 5 0.001 0,083 32 ;
379 88,0 29 6,230 0,579 10 0,003 0.13 lg44
083 51,6 52 5,050 -0,081 15 0.005 0,19 0,55
. HN/A #AN/A #NOMEBRE] 20 0,01 0,24 0,68
ENA #N/A F#NOMBRE! 25 0,016 0,31 0,77 - .
VA #N/A FNOMRRE! 30 0,028 0,38 0,80 )
WA H#N/A #NOMBRE| 35 0,037 0,45 1
FHN/A H#N/A #NOMBRE! 40 0,056 0,54 1.1 -
INA HMN/A H#NOMBRE! 45 0,08 . 0,64 1.9
nb valeurs Somme 18,030 1,424 50 0,12 0,78 1,5
3 Moyanna 6.010 0,475 55 0,17 0.91 1.7
rZ= 0,998 60 024 1,1 1.9
65 0.35 13 2,2
70 05 1.5 2.6
76 0,73 1,8 3,2
80 1.1 24 4,2 :
55 1,7 3.1 3 ;
50 2.5 43 0 ;
25 4 7 26 :
Probit de la proportion inhibse en fonction du logarithme décimal do la :
concenfration - Méthode par mesure de la biomasss Intégrale -
- B_o '
[ Etyimercantan j B0B/99/A ( :
+ 7.0 !
2 .’
60 2 :
< i
H :
T 5,00 —g;' :
T 4.0 & :
= !
_g !
+ 3.0 :
- m Valeurs axpérimentales ?i
—“-Qroite calculée ‘ + 2.0
e : - 4 e - t —J 1.00
0,200 0,000 0.200 0,400 0,600 - 0,800 1,000
Logarithme décimal de la 2oncentration
(e document et notre propress, 1 e peut e ni copld, ni comyruniaed A das e sans autorisation expresae ;
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TOXICITE CHRONIQUE VIS-A.VIS DES ALGUES : :
Feullle de caleul des concentrafions inhibitrices par ja méthode des Pro| ' ts :
i .
Substance étudide : Nom : Ethylmercaptan ' Date : 09/11/59
Ré&f. CAL : 505/99 ;
Numéro d'édtudo : | EQ5/991A Initialea Techniclen :| CLE
i '
Méthode par mesure du taux de croissance i ;
Données utlilgées pour le calcul Conc. Inhibitrices {CE,] myg/l
Concentration Inhibition (1) PROBIT log cone. X CEyx, Exe CEy,
calculées (%%) conigée y x ) Inf. sup.
mg/l (%) X
8,44 76,9 77 5,740 0,926 9 0,001 0,34 Q.97
3,79 58,8 59 5,230 0,578 10 0,007 55 1.3
0,83 16,1 16 4,010 ~,081 15 0,021 76 17
#N/A #N/A HNOMBRE! 20 0,05 , 99 2,1
H#N/IA A #NOMERE! 25 0,1 1,2 2.5
VA F#N/A #NOMBRE! 30 0,18 1.5 3
FNA BN/ ANOMBRE] | 35 0,32 1,8 13,86
#NA #N/A #NOMBRE! 40 0,53 22 4,6
- #NA #N/A PNOMBRE! a5 0,79 2.5 58
b valeurs Somme 14,980 1424 | 50 1,2 3 8
3 Moyenne 4,993 0475 | 55 1.6 3.6 12
re= 0,997 80 2 4.2 18
' 63 2,5 5,1 29
70 3 B 49
75 3,0 73 g1
] 4.4 9.2 190
BS 5,4 12 450
90 8,7 18 1290
a5 8.3 27 8410
Probit de Ia proporion Inhibée cn fonction du logarithme déclmal de IH
conssntration - Méthode par meszure du taux da crelezance - i
i .
: -
. | .
Ethylmercaptan 505/09/A 0T 70&1‘0
i i
| -+ 6.000 :
! |
K
T 6,000 £
H
D]
il +4.000 5
i =
E 8
v’ TS | %
b : . B
a Valeurs expérimentales | i -
: L. o
——Droite caleulée it T 2o
- } o t ; ot e ; b, ,
-0,200 0,000 0,200 0,400 0.600 0,800 1.000
Logarithme décimal de la concentration I
Ocdoclmnntcntndmnupriékillmpauéﬂ'anlwpié, nimnﬂtidcshmsamautmsaﬁonem&we
Larepmducﬁnndacemppoddéhdan'eﬂaub&éequembmdem&nﬁphmogmphhm' . !
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9.5. Annexe S ; Bulletins d’analyses statistiques
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Essai dfinitif algues sur 1’ Ethylmercaptan 505/99/A

Summary Statistics and ANOVA

Transformation = None :

|

\hmf§Conc, n Mean 5.d. i
= control 3 2656.6667 1278.9970 48,1
qy; 2 3 2363.3333 1096.2360 4H.4
430 3 3 2626.6667 1326.6625 50.5
Is0 4 3 1940.0000 216.5641 4. 2
340 5 3 1620.0000 195.1922 12.0
580 6 3 1286 .6667 306.6486 24.8
Ab30 7% 3 293.3333 26.3881 H.0
g 3 55.6000 38.7050 6d .6

Minimum detectable diffefeﬂée for Dunnett’s test =

i
¥

Between concentratlons

Bartlett’s test p-value for equality of variances =

e de W W ke T o de g ok e ok ke ok e e e Wk S e A e ok e d sk Y e ke e e e T e W T T ok ol ok ke b e o

+*

* Warning - the test for equality of wvariances *
* ig significant (p less than 0.01). The *
* results of this analysis should be inter- *
* preted with caution. *
* Y
x *

KXW KK K AR koo ke g e do de ek K ke Fe ke e e e ol de ke e o e v e Je W e e ok ke e ke e e

*) the mean for this conec. is significantly less than
the control mean at alpha = 0.05 (1-8ided) by Dunnsit’s

sum of squares = 211?9310 820000 with 7 degrecs dif

Error mean square = 587353.468333 with 16 degrees d

This difference correspondsito -60.81 percent of cong

.

est

5;1413
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/résai dfinitif algues sur 1’Ethylmercaptan 505/99/A

Summary Statistics and ANOVA

TrangEormation = Nonea
hbm-t\ﬂlcs ’
@#ﬂ Conc. n Mean g.d. cve
o1 = control 3 L0673 .0096 g .3
0,30 2 3 .0674 .0070 no.a || °
0,0 3 3 -0656 .01a8 16.4 | !
450 4 3 .D639 .0020 3.0
|70 5 3 .0605 .0034 5.7
620 & 3 -0579 .0023 3.9
A4 T 3 .0284 .0014 5.1
30,00 B 3 .0155 .0048 31.2

¥) the mean foxr this conc. is significantly less tha i
the control mean at alpha = 0.05 (1-sided) by Dunffett’g test

Minimum detectables difference for Dunnett’s test = -.012883
This difference corresponds to ~19.14 percent of cgntrol

Between concentrations . !
sum of squares = : -008360 with 7 degreed|of freedom.

Error mean square = .000038 with 16 degree% of freedom.

o

éartlett's test p-value for equaliry of variances = L1286 |
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' ETHYL MERCATAN TO

Secteur : CHROMATOGRAPHIE GAZEUSE

Analyse :  QUANTI

05 /99 /,

Teneur en Bibylmwercaptan dans I'essai définitif Algucs ; TO

Solution TO 30 mg/l = 8,68 mg/l 757

Solution TO 14,3 mg/l=4,51 mg/l 31/

Solution TO 6,8 mg/l = 1,47 mg/l 217

Solution TO 32 mg/1=0,43 mgA 1%

Solution TO 1,5 mg/! < 4 la limite de quantification < <y
Solution TO 0,7 mg/l < a 1a limite de détection <%,

Solution Témoin < 2 la limite de détection

LD = 0,0245 mg/l
LQ =0,0815 mg/l

ETHYL MERCATAN T72

Secteur : CHROMATOGRAPHIE GAZEUSE

Analyse :  QUANTI

Teneur en Ethylmercaptan dans I'essai définitif Algues : T72 heures

Solution TO 30 mg/l aAe = 4,73 mg/l
Solution TO 30 mg/l aSe = 8,20 mg/l ¢

Solution TO 14,3 mg/l bAe = 1,24 mg/l .
Solution TO 14,3 mg/l bSe = 3,19 mg/1 47

Solution TO 6,8 mg/l cSc = 0.468 mg/l 327

Solution TO 3.2 mg/l dAe < & la limite de détection
Solution TO 3,2 mg/1 dSe < 2 la limite de quantification

Solution Témoin tAe et tSe < 4 1a limite de détection

LD = 0,0245 mg/I
LQ =0,0815 mg/l
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CAL / SAE METHODE D'ANALYSE - Annexe 1
SUBSTANCE D'ESSA| : ETHYLMERCAPTAN . Ay SO algues + |
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1° PARTIE : CARAGCTERISTIQUES DE LA METHODE

ECHANTILLONNAGE
MOYEN DE PRELEVEMENT : seringues et pipettes

CONDITIONNEMENT O gaz inerte @ froid © obscurité
DE L'ECHANTILLON O autre:

PRISE DESSAI (quantité d'échantillon soumise au traitement) : 7,5 ml dans des flacons de 20
TRAITEMENT DE L'ECHANTILLON

O extraction solvant : © espace de téte
O ajout d’étalon Inteme

TECHNIQUE ANALYTIQLIF

Quantité sounise A la technigye analytigue : 1 mi gaz provenant de Pespace de t&te

Apparelilage

® GC  colonne : O remplie ® capillaire O autre :
détecteur;® FID OTCD OECD ONPD OMSD O autre:

ﬂ“

Flalonnage : O ajouts O étalon inteme O &talon extens O autrg :

O HPLEC colopne ;. O RP ONP - O ionigue O exclusion ; -
détecteur : O UV ORI O autra : i ;
O SPECTROMETRIE OIR O UV-VIS O amission QO fluorescence :
O AAS Ofour © flamme O sans flamme :
O AUTRE :
ETUDE DE FAISABILITE: ;
Ordre de grandeur de Ja limite de quantification (de TA) : 0,08 mg/} dans la matrice 1ISO seres + hapas + NaHCQO;
Commentaires : RAS |
Date : ; :
2° PARTIE : VALIDATION ETHODE |
| ;
DOMAINE D'APPLICATION ( dans la matrice ) : 0,805 mg/l & 142,824 mg/t
TEGHNIQUE ANALYTIQUE (TA ) ﬁ

Inlervalle de calibration (de TA) : 0,805 mg/l 4 23,804 mgh (unité - mgh) |
Limite de détection (de TA): 0,025 mg/t -

Limite de quantification ( de TA ) : 0,0815 mg/

Répétabllité ( 4 niveau de concentration : m = 1,685 mgn) GV=7,3%
Justesse ( écart en % ) : 0,885 %

REFERENCES de la méthode : MO/SAE/180 N° du {des) cahiers labo : 729

Commentaires ;
Date de fin de validation : 25/05/99 Ingénieur responsable : F. PENI%FQUIN
Visa : ;
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