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RESPONSABLE DE L’APPROBATION :
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Gestionnaire, Services de production d’insectes (SPI) I

CHANGEMENTS IMPORTANTS PAR RAPPORT A LA VERSION PRECEDENTE :

- La moyenne ciblée et les limites supérieure et inférieure acceptables pour le
pH de la diete réguliére ont été révisées.
- Procédure d’effectuer des analyses de fer de 'alimentation ALB a été ajouté.

1.0 INTRODUCTION
1.1 Objectif

La présente Procédure opérationnelle normalisée (PON) a été établie pour
assurer l'uniformité de la méthode utilisée pour tester les milieux nutritifs
artificiels et garantir un produit final de haute qualité pour les Services de
production d’insectes (SPI) et les clients.

1.2 Portée

Tous les employés de I'Unité de contréle de la qualité (UCQ) doivent respecter
la présente PON pour I'analyse des lots de milieux nutritifs artificiels préparés.

1.3 Définitions

Centre de foresterie des Grands Lacs (CFGL) — L’'une des cinq installations de
recherche du Service canadien des foréts (SCF), située a Sault Ste. Marie
(Ontario) au Canada.

Copie controlée — Une copie d’'une procédure opérationnelle normalisée (PON)
distribuée a des employés sélectionnés du Centre de foresterie des Grands
Lacs (CFGL) portant un numéro de copie unique et la signature datée du
gestionnaire des Services de production d’insectes (SPI). Les copies
contrblées visent a garantir que les employés du CFGL suivent la version la
plus récente des PON.

Date d'entrée en vigueur —La date a partir de laquelle les procédures
indiquées dans une procédure opérationnelle normalisée (PON) doivent étre
mises en ceuvre.

Enceinte de sécurité biologique (ESB) — Une enceinte de confinement de
classe 2 concue pour assurer la protection du travailleur et de I'échantillon.
L'unité est concue de telle maniere que I'air ambiant passe par un filtre HEPA
avant de passer dans l'aire de travail. Les particules en suspension qui sont
dangereuses et qui sont dégagées par les échantillons de I'aire de travail sont
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éloignées du travailleur et I'air est recyclé dans la piece apres étre passé dans
un filtre HEPA. Ce type d'unité ne protége pas le travailleur contre les
€émanations chimiques.

Gestionnaire des Services de production d’insectes (SPI) — La personne ayant
la responsabilité générale des activités de I'équipe des SPI.

Insectarium — Une installation d’élevage pour différentes especes controlée par
les Services de production d’insectes (SPI) et utilisée exclusivement par I'Unité
de production d’insectes (UPI) pour élever des colonies d’insectes et préparer
des régimes d’alimentation artificiels.

Laboratoire de contrble de la qualité (CQ) — Un laboratoire d’analyse contrélé
par les Services de production d’insectes (SPI) et utilisé par I'Unité de contrdle
de la qualité (UCQ) pour surveiller et contrdler la production, les processus et
les produits de toutes les colonies d’insectes de I'Unité de production d’insectes
(UPI) de méme que pour mettre au point de nouvelles méthodes et procédures
de CQ.

Procédures opérationnelles normalisées (PON) — Directives décrivant les
procédures administratives ou techniques de routine exécutées par les
employés des Services de production d’insectes (SPI) ou par les utilisateurs de
I'installation de quarantaines d’insectes (Ql).

Services de production d’'insectes (SPI) — Une équipe de travail du Centre de
foresterie des Grands Lacs (CFGL) constituée des employés de I'Unité de
production d’insectes (UPI), de I'Unité de contréle de la qualité (UCQ) et de
I'Unité de quarantaines des insectes (QI) qui accomplissent les taches et les
activités reliées a I'élevage, au contréle de la qualité et a la quarantaine des
insectes a l'appui des activités de recherche sur les ravageurs forestiers
effectuées a l'intérieur et a I'extérieur du Service canadien des foréts (SCF).

Technicien en chef du contrdle de la qualité (CQ) — Un membre des Services
de production d’insectes (SPI) qui est responsable des activités quotidiennes
du laboratoire de CQ et des autres employés du CQ.

Unité de contrble de la qualité (UCQ) — Une unité de travail des Services de
production d’insectes (SPI) constituée d’employés qui effectuent les essais de
contrle réguliers de la production, des processus et des produits et qui
élaborent de nouvelles méthodologies de contrble de la qualité (CQ) a I'appui
des activités de I'Unité de production d’insectes (UPI).

Unité de production d’'insectes (UPI) — Une unité de travail des Services de
production d’'insectes (SPI) constituée d’employés qui travaillent a des activités
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1.4

1.5

d’élevage d’insectes, d’élaboration de régimes alimentaires et de mise au point
de méthodes au Centre de foresterie des Grands Lacs (CFGL).

Sécurité

1.4.1 De I'équipement de protection individuelle (p. ex. sarrau de laboratoire et
gants de protection jetables contre les agents chimiques) doit étre porté
lors de la manipulation et de la prise de mesure de substances
chimiques.

1.4.2 Les plaques de gélose contenant des colonies microbiennes doivent
uniquement étre ouvertes dans une ESB de classe Il ou dans une hotte
chimique et doivent étre passées a I'autoclave avant d’étre jetées.

1.4.3 Les employés doivent s’assurer que le bouchon de la bouteille utilisée
pour la préparation de la gélose ne soit pas entierement vissé lors du
chauffage de la plaque d’agitation, du passage au micro-ondes et de
I'autoclavage.

1.4.4 Les employés doivent avoir acces aux fiches signalétiques de tous les
produits chimiques et bien les connaitre.

Matériel
Matériel requis :

1.5.1 Equipement de protection individuelle :
a) Sarrau de laboratoire
b) Gants de protection jetables contre les produits chimiques
c) ESB (classe Il) ou hotte chimique
1.5.2 Produits chimiques :
a) Tampons de calibration pH (4.0, 7.0)
b) Gélose nutritive (Difco 213000)
c) Solution de traitement a I'eau de Javel (voir la section 2.9.1)
1.5.3 Outils
a) Registre de réception des échantillons destinés au contrdle de la
qualité
b) pH-metre muni d’'une sonde a fond plat
c) Appareil de vérification de la résistance du gel (modele Wagner FDK
Force Dial)
d) Boites de Pétri (10 cm de diametre, stérile, jetable)
e) Pinces a dissection
f) Balance
g) Microscope de dissection
h) Pilons (taille d’'un microtube)
i) Pipettes mécaniques et embouts stériles
j) Bain-marie a 46 °C
k) Trousses de CQ pour les milieux nutritifs artificiels
1.5.4 Formulaires
a) Formulaire SPI numéro 0097/005 (Test de détection des
échantillons de milieux nutritifs artificiels pour le CQ, annexe 1)
b) Formulaire SPI numéro 0092/004 (Test de détection des milieux
nutritifs artificiels — régulier avec formaldéhyde, annexe 2)
c) Formulaire SPI numéro SPI 0093/004 (Test de détection des milieux
nutritifs artificiels-Bell, annexe 3)
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2.0

2.1

d) Formulaire SPI numéro SPI 0146/002 (Test de détection des milieux
nutritifs artificiels-DPPMPB, annexe 4)

e) Formulaire SPI numéro SPI 0095/003 (Test de détection des milieux
nutritifs artificiels-Addy, annexe 5)

f)  Formulaire SPI numéro 0125/002 (Test de détection des milieux
nutritifs artificiels-LA, annexe 6)

Formulaire SPI numéro 0100/001 (Rapport de CQ pour les

echantillons de milieux nutritifs artificiels, annexe 7)

PROCEDURES

Réception des échantillons de milieux nutritifs artificiels

2.1.1 Les lots de milieux nutritifs artificiels produits par I'UPI peuvent étre
répartis en sous-lots, lesquels contiennent une quantité moindre
d’'ingrédients en attendant de déterminer les besoins des clients. Les
échantillons soumis a I'UCQ aux fins d’analyse constitueront des
échantillons provenant du lot d’échantillons contenant la quantité
d’ingrédients la plus élevée (p. ex., 'UCQ ne sera pas tenue d’effectuer
'analyse du CQ de chaque sous-lot).

2.1.2 Trois godets de creme et trois microtubes prépesés contenant un
échantillon d’'un milieu nutritif artificiel provenant du premier transvidage
de chaque type de milieux artificiels et de lot (ou sous-lot) préparés
seront fournis par 'UPI apres chacune des séances de fabrication de
milieux nutritifs artificiels.

2.1.3 A laréception d’échantillons de milieux artificiels, les employés de
'UCQ doivent s’assurer que les godets a échantillons ont été
remplis jusqu’au bord, que les microtubes n'ont pas été remplis au-
dela de la marque 0,5 mL et que chaque trousse de CQ des milieux
nutritifs artificiels arbore une étiquette indiquant clairement ce qui
suit :

a) la date de la préparation du milieu;

b) le type de milieu;

c) lataille du lot (taille réguliere, demi-taille ou mélange);

d) le numéro de lot (s'il y a lieu).

2.1.4 L’UPI doit étre immeédiatement avisée si des précisions sont requises sur
une étiquette d’échantillon ou lorsque des godets a échantillons n’ont
pas été remplis de facon appropriée. Le personnel de 'UCQ peut alors
fournir des précisions sur I'étiquette de I'échantillon.

2.1.5 L'UPI doit consigner des réception tous les échantillons dans les
dossiers de CQ (voir la version actuelle de la PON numéro SPI1/029,
Suivi d’échantillons aux fins de CQ).

2.1.6 Les échantillons de milieux nutritifs artificiels doivent habituellement étre
analysés des leur réception. Si cela n’est pas possible, les employés
doivent déposer les godets contenant les milieux dans le réfrigérateur du
laboratoire de contrble de la qualité tout en s’assurant que les
couvercles sont bien fermés.
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2.1.7 Les échantillons de milieux nutritifs artificiels doivent étre analysés dans
les 24 heures suivant la réception. Lorsque les échantillons ne peuvent
étre analysés immédiatement, il faut en faire mention dans la section
Commentaires du formulaire SPI numéro 0097/005 (Test de détection
des échantillons de milieux nutritifs artificiels aux fins de CQ, annexe 2)
et dans la section Commentaires des formulaires suivants, selon le type
de milieu analysé :

a) Formulaire SPI numéro 0092/004 (Test de détection des milieux
nutritifs artificiels — régulier avec formaldéhyde, annexe 2)

b) Formulaire SPI numéro 0093/004 (Test de détection des milieux
nutritifs artificiels-Bell, annexe 3)

c) Formulaire SPI numéro 0146/002 (Test de détection des milieux
nutritifs  artificiels-DPP, annexe 4)

d) Formulaire SPI numéro 00953003 (Test de détection des milieux
nutritifs artificiels-Addy, annexe 5)

e) Formulaire SPI numéro SPI 0125/002 (Test de détection des milieux
nutritifs artificiels-LA, annexe 6).

2.1.8 L'UPI peut remettre les échantillons des ingrédients bruts qui entrent
dans la fabrication des milieux nutritifs artificiels a I'UCQ si elle
soupconne des problemes. Les protocoles d’analyse seront établis en
consultation avec le gestionnaire des SPI.

2.2 Tests de CQ a effectuer

2.2.1 On doit d’abord analyser de facon qualitative (voir 2.4) trois échantillons
provenant de chaque lot (ou sous-lot), et ce, pour chaque type de
milieux, et procéder ensuite a une analyse quantitative en vue de
déterminer la résistance du gel (voir 2.5), le taux de pH (consultez la
section 2.6) et la charge microbienne (voir 2.7).

2.2.2 Un Formulaire de suivi des ingrédients de milieux nutritifs est a fournir a
'UCQ chaque fois qu’'un nouveau lot d’un ingrédient des milieux nutritifs
est regu par l'insectarium. Le personnel de 'UCQ conservera un dossier
contenant ces formulaires aux fins de la détermination de la cause de
lots problématiques de milieux nutritifs. Chaque fois que 'UCQ recoit des
échantillons du milieu nutritif pour le longicorne asiatique (LA), le
Formulaire de suivi des ingrédients de milieux nutritifs doit étre examiné
pour déterminer si un nouveau lot de germe de blé, de caséine ou de
mélange de sel de Wesson doivent faire partie de la préparation. Si tel
est le cas, il faut faire une analyse du milieu nutritif pour en déterminer la
teneur en fer, selon la procédure décrite a 'annexe 8.

2.3 Préparation de I'équipement
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2.3.1 Le bain-marie doit étre réglé a une température de 46 °C et mis sous
tension au début de la journée, soit au moment de procéder au CQ des
milieux artificiels.

2.3.2 |l faut préparer au moins six trousses de CQ des milieux artificiels (voir
photo ci-dessous) et fournir celles-ci a I'UPI avant chaque séance de
fabrication de milieux artificiels :

a) Ayez a votre disposition des microtubes de 1,5 mL pesés, étiquetés
et passés a l'autoclave (en laissant les couvercles ouverts) dans un
récipient d’entreposage qui est scellé immédiatement apres la
stérilisation.

b) Une fois que les microtubes ont refroidi, fermez le couvercle des
tubes (dans une ESB de classe Il et en portant des gants) et
conservez-les dans un autre récipient d’entreposage scellé.

c) Transférez trois des microtubes étiquetés et scellés dans chacune
des trousses de CQ des milieux artificiels, fermez le couvercle de la
trousse, apposez un morceau de ruban indicateur pour stérilisation a
la vapeur et passez ensuite les trousses a l'autoclave.

d) Une fois que les trousses préparées ont été passées a l'autoclave,
transférez-les directement a I'UPI.

Trousse de CQ des milieux nutritifs artificiels

2.4 Analyse qualitative

2.4.1 Les trois godets contenant le milieu artificiel qui se trouvent dans
chacune des trousses de CQ doivent dabord étre inspectés
visuellement; les notes concernant la texture, la couleur et 'odeur du
milieu nutritif artificiel doivent étre consignées dans le formulaire SPI
numéro 0097/005 (Test de détection des échantillons de milieux nutritifs
artificiels aux fins de CQ, annexe 1) sous la section Analyse qualitative.

Page 6 of 28



/ Procédure opérationnelle normalisée

e Contrble de la qualité des milieux nutritifs artificiels
Centre de foresterie des Grands Lacs  Numéro de PON : SPI 011/006

Services de production d’insectes Date d’entrée en vigueur : 21 janvier 2015

L’employé qui consigne les notes doit inscrire ses initiales dans la
section applicable du formulaire.

2.5 Mesure de larésistance du gel

2.5.1 La sonde de l'appareil de vérification de la résistance du gel doit étre
nettoyée au moyen d’une solution de traitement a I'eau de javel (voir
2.9.1) avant d’étre utilisée.

2.5.2 Placez I'un des trois godets de milieux nutritifs artificiels provenant de la
trousse de CQ des milieux nutritifs sur la surface plane de I'appareil de
vérification de la résistance du gel. Assurez-vous de régler la jauge de
'appareil & « zéro » avant de prendre la mesure en appuyant sur le
bouton qui se trouve a la partie inférieure gauche du cadran.

2.5.3 Abaissez tranquillement le levier fixé au support de I'appareil sur une
partie plate de la surface du milieu artificiel jusqu’a ce que I'embout du
levier pénétre la surface du milieu nutritif artificiel. Remettez ensuite le
levier a sa position initiale.

2.5.4 Faites la lecture de la jauge de l'appareil (au moyen de I'échelle de
mesure utilisée pour les grammes) et consignez les résultats sur le
Formulaire de SPI numéro 0097/005 (Test de détection des échantillons
de milieux nutritifs artificiels aux fins de CQ, annexe 2) sous la section
Résistance du gel.

Utilisation de I'appareil de vérification de la résistance du gel

2.5.5 Remettez la jauge de I'appareil a la position « zéro » en appuyant sur le
bouton qui se trouve a la partie inférieure gauche du cadran.
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2.5.6 Nettoyez la sonde de l'appareil de vérification de la résistance du gel au
moyen d’une solution de traitement & I'eau de Javel (consultez la section
2.9.1) entre l'utilisation de différents types ou lots de milieux nutritifs
artificiels.

2.5.7 Répétez les étapes 2.5.2 a 2.5.6 pour les deux autres échantillons de la
trousse de CQ des milieux nutritifs artificiels et de toute autre trousse qui
doit étre analysée.

2.5.8 L'employé qui analyse I'échantillon doit apposer ses initiales dans la
partie applicable du formulaire SPI numéro 0097/005 (Test de détection
des échantillons de milieux nutritifs artificiels aux fins de CQ, annexe 2).

2.6 Mesure du taux de pH

2.6.1 Calibrez le pH-métre au début de chaque séance au moyen des deux
solutions tampons dont les valeurs de pH (p. ex., pH 4,0 et pH 7,0) sont
comprises dans la fourchette des pH escomptés des échantillons de
milieux nutritifs artificiels en suivant les indications ci-dessous :

a) Branchez le pH-metre dans une source d'alimentation, retirez
I'électrode a fond plat du réservoir tampon, rincez I'électrode avec
de I'eau distillée et épongez-la a I'aide d’un chiffon non pelucheux.

b) Immergez I'électrode dans une solution tampon pH 4,0 et appuyez
sur le bouton « Standardize » (Normaliser).

c) Attendez que la lecture se stabilise (c.-a-d. que l'icbne « S » cesse
de clignoter). L’appareil reconnait la solution tampon pH 4,0 en
affichant l'icbne « 4 » dans le coin inférieur gauche de I'écran et
fournit une lecture numérique du taux de pH réel correspondant a la
solution tampon.

d) Consignez la lecture du taux de pH réel sur le formulaire SPI
numéro 0097/005 (Test de détection des échantillons de milieux
nutritifs artificiels aux fins de CQ, annexe 2).

e) Retirez I'électrode de la solution tampon pH 4,0, rincez-la avec de
I'eau distillée et épongez-la a I'aide d’un chiffon non pelucheux.

f) Répétez les étapes b) a e) en utilisant la solution tampon pH 7,0.

g) Transcrivez les taux de pH réels des deux solutions tampons sur
tous les formulaires 0097/005 utilisés durant la séance de CQ
(remarque : le pH-meétre n'a pas besoin d'étre calibré de nouveau
entre I'analyse des différents lots d’échantillons analysés durant la
séance).

2.6.2 Mesurez le pH de tous les échantillons de milieux artificiels en suivant
les indications ci-dessous :

a) Assurez-vous que le pH-metre est calibré selon les indications
décrites dans la section 2.6.1 et que I'électrode est rincée avec de
I'eau distillée et épongée a l'aide d’'un chiffon non pelucheux avant
de mesurer le pH de I'échantillon du milieu nutritif artificiel.
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b) Abaissez I'électrode jusqu'a ce qu’elle entre en contact avec la
surface du milieu artificiel. Attendez que la lecture soit stable (c.-a-d.
que licbne « S » cesse de clignoter) et consignez les données de
lecture dans la section applicable du formulaire SPI numéro
0097/005 (Test de détection des échantillons de milieux nutritifs
artificiels aux fins de CQ, annexe 2).

Mesure du pH

c) Rincez et épongez I'électrode a I'aide d’un chiffon, puis effectuez la
mesure du pH des échantillons subséquents, conformément a la
procédure décrite au point b) ci-dessus.

2.7 Détermination de la charge microbienne

2.7.1 Mettez sous tension le bain-marie et attendez jusqu’a ce que la

2.7.2 La quantité de gélose nutritive a préparer (p. ex., une plaque pour
chaque échantillon) est établie selon le nombre total d’échantillons de
milieux nutritifs artificiels analysés aux fins de CQ que I'UPI a soumis
apres la séance de fabrication de milieux nutritifs artificiels. Préparez le
volume requis de gélose en suivant la procédure suivante :
a) Ajoutez la quantité applicable de gélose nutritive au volume désigné

d’eau Ol dans une bouteille de 1 L a bouchon dévissable.

nbre de plagues gélose nutritive (g) eau Ol (mL)

25-40 23,0 1 000
13-24 13,8 600
1-12 6,9 300

b) Ajoutez une barre d’agitation et mélangez délicatement au moyen
d’'un agitateur magnétique/plague chauffante a faible température
jusqu’'a ce que la gélose entre en suspension (c.-a-d. éviter la
formation de bulles d’air).
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2.7.3

c) Dévissez le bouchon de la bouteille et passez la bouteille au micro-
ondes en agitant délicatement a des intervalles de deux minutes (c.-
a-d. brasser le liquide dans la bouteille afin d’éviter la formation de
bulles d'air) entre chaque intervalle jusqu'a ce que la gélose se
transforme en solution.

d) Placez la bouteille de solution de gélose dans un récipient ou un
plateau résistant a l'autoclave et passez-la a l'autoclave pendant
15 minutes en réglant I'appareil au cycle « liquide » (assurez-vous
gue le bouchon est dévissé).

e) Refroidissez la gélose a une température de 46 °C (afin de réduire
au minimum la condensation subséquente dans les boites de Pétri
et d'éviter d’endommager les contaminants microbiens potentiels
dans I'’échantillon) en passant la bouteille sous I'eau froide du
robinet dans un mouvement rotatif pendant plusieurs minutes, puis
immergez la bouteille dans un bain-marie a une température de
46 °C pendant au moins une heure.

Préparez chaque échantillon de la facon suivante :

a) Assurez-vous que le volume du milieu nutritif artificiel contenu dans
le microtube de 1,5ml est inférieur a 0,5ml. Si le volume de
I'échantillon est supérieur & 0,5 ml, il faut retirer une partie du milieu
artificiel dans une ESB de classe Il au moyen d’'une spatule pointe
stérile.

b) Déterminez le poids de I'échantillon du milieu nutritif artificiel (en
grammes) en pesant le microtube et en soustrayant le poids indiqué
sur le tube. Inscrivez la valeur sur le formulaire SPI numéro
0097/005 (Test de détection des échantillons des milieux artificiels
aux fins de CQ, annexe 2) dans la section Poids d’échantillon du
milieu artificiel.

c) A lintérieur d'une ESB de classe Il, ajoutez 1 mL d’eau Ol stérile,
puis macérez au moyen d'un pilon stérile afin de former une pate
uniforme.

d) A lintérieur d’'une ESB de classe I, levez partiellement le couvercle
d’'une boite de Pétri stérile pré-étiquetée de 10 cm de diametre (afin
de réduire au minimum les risques de contamination par l'air) et
ajoutez 100 uL de I'échantillon au centre de la boite au moyen d’'une
pipette mécanique. Ajoutez [I'échantillon en dix plus petites
gouttelettes afin de favoriser la dispersion subséquente dans
'ensemble de la gélose (consultez la section 2.7.4). Remettez le
couvercle de la boite de Pétri.
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Ajout d’'un échantillon macéré dans une boite de Pétri.

2.7.4 Ajoutez la gélose nutritive indiquée au point 2.7.2e dans la boite de Pétri
contenant I'’échantillon en suivant la procédure suivante :
a) A lintérieur d’'une ESB de classe I, levez partiellement le couvercle
de la boite de Pétri et versez juste assez de gélose pour couvrir le
fond de la boite.

A

ummq.tﬁ
—— (e s

Ajout de gélose a I'échantillon macéré

b) Remettez le couvercle et laissez refroidir la boite completement
avant de la manipuler (p. ex., ne brassez pas I'échantillon, car la
gélose peut éclabousser sur les cbtés de la boite, ce qui rendra
I'analyse plus difficile).

c) Tenez le couvercle de la boite de Pétri fermé a l'aide de deux
morceaux de ruban-cache et placez la boite, le couvercle vers le
bas, dans un incubateur sombre a une température de 28 °C (le fait
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de maintenir la boite de Pétri, le couvercle vers le bas, réduit les
risques de croissance de spores fongiques secondaires qui se
détachent de I'hyphe et détruisent la surface de la gélose).

2.7.5 Analysez les plaques de la fagon suivante :

a) Les colonies microbiennes doivent étre quantifiées sur chacune des
plagues selon un certain nombre de périodes d'échantillonnage.
Cela facilite I'analyse étant donné que les colonies qui se forment de
fagcon précoce sont difficiles & quantifier, car elles se multiplient et se
fondent entre elles. Le nombre cumulatif de colonies microbiennes
présentes sur chacune des plaques doit étre calculé le 1%, le 2°, le
5° et le 6° jour (en supposant que I'examen est effectué un mercredi)
au moyen d’'un microscope de dissection munit d'un oculaire 10x.
Les périodes d’échantillonnage peuvent étre modifiées lors des jours
fériés et des congés ou il est possible de prévoir des journées autres
que les mercredis).

b) Chaque colonie dénombrée doit étre marquée d'un point sur la
surface de la boite de Pétri au moyen d’un marqueur permanent.

c) Les résultats doivent étre consignés sur le formulaire SPI numéro
0097/005 (Test de détection des échantillons de milieux nutritifs
artificiels aux fins de CQ, annexe 2) dans la section Dénombrement
des colonies pour le jour respectif et le numéro de I'échantillon.

d) Aprés le 6° jour, le nombre cumulatif des unités formant des
colonies par gramme de milieux humides (UFC/g) doit étre calculé
pour chacun des échantillons au moyen de la formule ci-dessous et
doit étre consigné sur la fiche de données.

UFC/g = (nbre de colonies sur une période de six jours) + (poids
humide de I'échantillon du milieu artificiel en grammes)

e) Le nombre moyen de UFC/g doit ensuite étre calculé a partir des
trois échantillons constituant le lot du milieu nutritif artificiel et doit
étre consigné sur le formulaire SPlI numéro 0097/005 (Test de
détection des échantillons de milieux nutritifs artificiels aux fins de
CQ, annexe 2).

2.8 Diffusion des résultats a I’'UPI

2.8.1 Les résultats de I'analyse des échantillons du milieu nutritif artificiels
(pH, résistance au gel et charge microbienne) doivent étre consignés sur
le formulaire correspondant :

a) Formulaire SPI numéro 0092/004 (Test de détection des milieux
nutritifs artificiels — régulier avec formaldéhyde, annexe 2)

b) Formulaire SPI numéro 0093/004 (Test de détection des milieux
nutritifs artificiels-Bell, annexe 3)
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c) Formulaire SPI numéro 0146/002 (Test de détection des milieux
nutritifs  artificiels-DPP, annexe 4)

d) Formulaire SPI numéro 00953003 (Test de détection des milieux
nutritifs  artificiels —  Addy, annexe 5)

e) Formulaire SPI numéro SPI 0125/002 (Test de détection des milieux
nutritifs artificiels-LA, annexe 6).

Lorsque les valeurs ne correspondent pas aux limites de tolérance

inférieures et supérieures visees, les données correspondantes doivent

étre surlignées en rouge. Les commentaires applicables doivent étre

consignés dans la section Commentaires.

2.8.2 L'UPI doit étre immédiatement avisée par courriel dans le cas ou une
limite de tolérance aurait été surpassée de facon considérable. Il
incombe aux employés responsables du CQ de décider s'il faut rejeter
tout le lot d’échantillons du milieu ou le signaler dans les fiches de suivi
connexes aux milieux nutritifs artificiels analysés. Le personnel de 'UCQ
doit joindre une copie du courriel imprimé au rapport de CQ et inscrire
une note dans la section Commentaires du rapport. Lorsque les limites
de tolérances ne sont pas dépassées ou qu’elles sont Iégerement
dépasseées, I'UPI doit en étre informée, conformément a la section 2.8.3.

2.8.3 Un rapport de CQ (c.-a-d. le Formulaire SPI numéro 0100/001, Rapport
de CQ pour les échantillons de milieux nutritifs artificiels, annexe 9) doit
étre envoyé a I'UPI pour chaque lot de milieux nutritifs artificiels une fois
gue tous les résultats ont été consignés dans les sommaires d’examen
des échantillons.

2.9 Tableaux de contrOle des processus

2.9.1 Les données sur le pH, la force de gel et le dépistage microbien du formulaire
Dépistage du milieu nutritif (version courante du formulaire des SPI n° 0092,
0093, 0095, 00125 ou 00146) sont a entrer dans le tableau pertinent parmi les
tableaux de contréle des processus sur le lecteur de réseau du CQ et de MPM.
Automatiqguement, I'application Microsoft Excel générera ou mettra a jour les
tableaux de contrdle des processus pour le pH, la force de gel et le dépistage
microbien de chacun des lots de milieu humide de chaque type.

2.9.2 Imprimer les tableaux de contrdle des processus en couleur et les conserver
dans un dossier avec la version courante du formulaire des SPI n° 0097
(Dépistage des échantillons de milieux nutritifs pour CQ) et le formulaire
Dépistage du milieu nutritif connexe.

2.9.3 Examiner chacun des tableaux de contrdle des processus a la recherche de
données indiquant un probléme lié au processus :

(&) données hors des limites de tolérance supérieures ou inférieures établies
(c.ad. plus de deux écarts standard de I'écart moyen);

(b) 9 (ou plus) points en rangée du méme coté de I'écart moyen;

(c) 6 (ou plus) points en rangée en croissance ou en décroissance continues;

(d) 14 (ou plus) points partant dans l'autre sens;

() 4 (ou 5) de 5 points en rangée sont a plus d'un écart standard de I'écart
moyen dans le méme sens;
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() 8 points en rangée, dont aucun a un écart standard de I'écart moyen,
partant dans les deux sens de I'écart moyen;

(g) la droite de régression de 9 (ou plus) points accuse une pente ascendante
ou descendante considérable.

2.9.4 Lorsque les limites de tolérance sont dépassées (voir le point [a] ci-dessus), le
technicien en chef du CQ donnera au personnel de I'UPI la directive d’éliminer
le lot de milieu nutritif au complet, ou de signaler les formulaires de suivi
pertinents au lot de milieu nutritif en particulier. Les décisions prises sont a
consigner dans le Rapport de CQ des échantillons de milieux nutritifs artificiels.

2.9.5 Lorsqu'un processus est hors des limites de contrble ou tendant vers le
dépassement des limites de contréle (voir les points [b] a [g] ci-dessus), le
technicien en chef du CQ aura une rencontre avec le superviseur de 'UPI afin
de déterminer la ou les causes et de prendre des mesures correctives.

2.10 Calculs

2.10.1 La solution de traitement a I'eau de javel utilisée pour le nettoyage en
général doit contenir une concentration finale d’hypochlorite de sodium
de 0,3%. Les solutions deau de Javel dont la concentration
d’hypochlorite de sodium est de 5,25 % (p. ex., Javex“") doivent étre
diluées en combinant 60 ml d’eau de Javel et 940 ml d’eau (c.-a-d. une
dilution de 6 %). Les solutions d’eau de Javel ayant une concentration
d’hypochlorite de sodium de 6,0 % (p. ex., Ultra Javex"") doivent étre
diluées en combinant 53 ml d’eau de javel et 947 ml d’eau (c.-a-d. une
dilution de 5,25 %). Dans le cas ou on utiliserait une autre marque d’eau
de Javel, il faudra peut-étre modifier les quantités afin d’obtenir une
solution de traitement d’hypochlorite de sodium concentré a 0,3 %.
[Remarque : La solution doit étre en contact avec la surface pendant dix
minutes pour assurer un nettoyage efficace]

2.11 Documents et rapports

2.11.1 Pour se conformer a la présente PON, il faudra notamment remplir les

formulaires suivants :

a) Formulaire SPI numéro 0097/005 (Test de détection des
échantillons de milieux nutritifs artificiels pour le CQ, annexe 1)

b) Formulaire SPI numéro 0092/004 (Test de détection des milieux
nutritifs artificiels — régulier avec formaldéhyde, annexe 2)

c) Formulaire SPI numéro SPI 0093/004 (Test de détection des milieux
nutritifs artificiels-Bell, annexe 3)

d) Formulaire SPI numéro SPI 0146/002 (Test de détection des milieux
nutritifs artificiels-DPP, annexe 4)

e) Formulaire SPI numéro SPI 0095/003 (Test de détection des milieux
nutritifs artificiels-Addy, annexe 5)

f)  Formulaire SPI numéro 0125/002 (Test de détection des milieux
nutritifs artificiels-LA, annexe 6)

g) Formulaire SPI numéro 0100/001 (Rapport de CQ pour les
échantillons de milieux nutritifs artificiels, annexe 7)
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3.0 DISTRIBUTION ET ARCHIVAGE
3.1 Distribution

Le gestionnaire des SPI est tenu de distribuer la présente PON a tous les
employés de 'UCQ.

3.2 Archivage

3.2.1 Le gestionnaire des SPI doit conserver un dossier historique de la
présente PON lorsque celle-ci est remplacée par une nouvelle version.

3.2.2 L’'UCQ doit s’assurer que tous les formulaires dont il est fait mention
dans la section 2.10.1 sont conservés de maniére a pouvoir étre
récupérés au moment opportun.

3.2.3 Les échantillons de milieux artificiels doivent étre jetés une fois que le
traitement et I'analyse sont terminés.

3.2.4 Les formulaires de suivi doivent étre conservés dans un Registre de
réception des échantillons aux fins de CQ.

3.2.5 Les employés de 'UCQ doivent transférer le contenu du Registre de
réception des échantillons aux fins de CQ dans un dossier rétrospectif,
et ce, chaque année.

3.3 Destruction des PON désuetes

Lorsque de nouvelles versions de la présente PON seront disponibles aux fins
de distribution, toutes les personnes qui seront en possession d’'une copie
contrblée s’assureront que la version retirée soit retournée au gestionnaire des
SPI, sur demande.

4.0 ASSURANCE DE LA VALIDATION ET DE LA CONFORMITE DE LA PON
4.1 Personne responsable

4.1.1 La technicienne ou le technicien responsable du CQ est responsable de
s’assurer de la validité de la présente PON.

4.1.2 Elle ou il doit s’assurer que les employés de 'UCQ se conforment a la
présente PON et qu’ils ont recu une formation adéquate en ce qui a trait
a son application.

4.1.3 Les employés de I'UPI sont responsables de se conformer aux
procédures énoncées dans la copie contrélée de la présente PON et ne
doivent jamais utiliser de copies non contrélées qui pourraient étre
désueétes).

5.0 REVISION DE LA PON
5.1 Personne responsable
La technicienne ou le technicien en chef du CQ est responsable de s’assurer

gue la présente PON est actuelle. Au besoin, elle ou il entreprendra le
processus de revision.
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5.2

6.0

7.0

8.0

9.0

Calendrier de révision

La présente PON devra étre révisée lorsque ses dispositions ne concorderont
plus avec les pratiques actuelles ou les politiques du CFGL, et devra étre
approuvée par le gestionnaire des SPI.

CONTINGENCES

Lorsque les employés de I'UCQ découvrent des circonstances qui ne
permettent pas de se conformer a la présente PON, ils doivent consulter la
technicienne ou le technicien responsable du CQ.

CONFIDENTIALITE

Les PON des SPI ne sont pas considérées comme des documents
confidentiels et peuvent étre distribuées a des parties externes. Les copies
contrblées ne doivent pas étre reproduites.

REFERENCES

Version actuelle de la PON numéro PSI/029 (Suivi d’échantillons aux fins de

CQ)
ANNEXES

Annexe 1: Formulaire SPlI numéro 0097/005 (Test de détection des
échantillons de milieux nutritifs artificiels pour le CQ)

Annexe 2 : Formulaire SPI numéro 0092/004 (Test de détection des milieux
nutritifs artificiels — régulier avec formaldéhyde)

Annexe 3: Formulaire SPI numéro SPI 0093/004 (Test de détection des
milieux nutritifs artificiels-Bell,)

Annexe 4 : Formulaire SPI numéro SPI 0146/002 (Test de détection des
milieux nutritifs artificiels-DPP)

Annexe 5: Formulaire SPI numéro SPI 0095/003 (Test de détection des
milieux nutritifs artificiels-Addy)

Annexe 6 : Formulaire SPI numéro 0125/002 (Test de détection des milieux
nutritifs artificiels — LA)

Annexe 7 : Formulaire SPI numéro 0100/001 (Rapport de CQ pour les
échantillons de milieux nutritifs artificiels)

Annexe 8 : Analyse du fer dans le milieu nutritif artificiel pour le longicorne
asiatique (LA)
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s

Annexe 1

Test de détection des échantillons de milieux nutritifs
artificiels aux fins de CQ

Code ID :

Evaluation qualitative et quantitative

Numeéro Date de I'examen Analyse Résistance pH Commentaires
d'échantillon (JI-MM-AA) qualitative du gel (g)

2
3
Imtiales
Moyenne
Cahbration du pH-métre :
pH 4.0=
pH 7.0=
Test de détection microbienne
s Poids Dénombrement des colomies de | EC/g des
. EXAMEN | Féchantillon gélose nuimitive el Commentaires
MNuméro des i ek mmilieux
d'échantillon | échantillons ficiel - — ot 5 o 6 hmudes
(TLMM-AA) artificiel (g} | Jour jour2 | jour jour
1
2
3
Tmitiales
Moyenne
Formulaire SPI mumero 0097005
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Annexe 2

Commentaires
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T
i

Annexe 3

Commentaires

12357
E7047

Test de contrble du milieu nutritif
Ball

{UF Cig du milisu humide)

181,51
117,81
24521

1)

Reésistance dugel | Numérations microblennas

pH

Code D - Mikieu
Formuilaire SPI numém 00837004

Mayenna cbios

Lirni%e ririmale ol lde
Limita madmala cibléa
Mavenna réalia

Page 19 of 28



Procédure opérationnelle normalisée

Contrble de la qualité des milieux nutritifs artificiels
Centre de foresterie des Grands Lacs  Numéro de PON : SPI 011/006

Services de production d’insectes Date d’entrée en vigueur : 21 janvier 2015

T
i

Annexe 4

Commentaires

0,00

27505,00
302518

DPP

(UFC du mileu humide)

Test de contréle du milieu nutritif

582,53
370,87
T84, 18

fg)

Reésistance dugel | Numérations microbiennes

500
4,78
5,24

pH

Code D - Millieu
Fomulaire SPI numén 0146/002

Moyarna ciblaa

Limi%a minimale abiéa
Limite maxdmale cibléa
Maoyannae mbala
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Annexe 5

Commentairas
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Annexe 7

Rapport de CQ pour les échantillons
de milieux nutritifs artificiels

Date de I'examen :
TT-MM- AR

Date de préparation du milien :
T-MM-AA

Type de milien :

Résultats du diagnosfic :

Commentaires :

Rempli par :

Formulaire SPI muméro 0100/001
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Annexe 8

21 janvier 2013
Analyse du fer dans le milien nutritif artificiel pour le longicorne asiatigue (LA)

Contexte

* Trop de fer dans le milien nuiritif peut étre toxique pour les larves de LA

* Afin de réduire au minimum la teneur en fer du milien nutnitif, I'ingrédient Wesson salt mixfure
(mélange de sel de Wesson) a été acheté sans FeS0,.

* (Cependant, d’autres ingrédients dans le milien nutnitif contiennent du fer, notamment le germe de bis et
la caséine. Il peut donc y avoir des quantités infimes de fer dans le mélange de sel de Wesson

= Ainsi, un test danalyse du fer sera effectué sur les lots de milien mutritif pour le LA chague fois qu'un
nouvean lot de I'un des ingrédients ci-dessus (germe de blé, caséine ou le mélange de sel de Wesson) v
est incorpore pour la premiére fois.

=  Les résultats permetiront de conclure si les niveaux de fer sont inférieurs au seuil acceptable établi. Les
lots de malien mutritif dont la teneur en fer dépasse le seuil seront élimmés. Tous les insectes qui sont
déja dans ce mulien nuiritif doivent &tre transférés immeédiatement 3 un nouvean lot de milien nutntif.

Solutions requises

I3 0.2 M citrate (1 L)

+ Faire dissoudre 32,42 g d"acide citrique (anhydre) dans 900 ml. d’ean (Hy0) OI passée a
|’ autoclave.

= Ajouter 1.0 g de méthylparabéne (0,1 %:; ajouté comme agent de conservation) et le faire
dissoudre sous 1'effet de la chaleur.

+  Ajuster 4 un pH de 4.0 en ajoutant de ’hydroxyde d ammonium (30 % NH:OH-HCL)
(~44.75 g).

+ Faire venir le volume final 3 1 000 ml..

2} Hydroxylamine (10 % NHyOH)
+ Faire dissoudre 30 g de chlorhydrate d hydroxylamine anhydre (NH,OH-HCI) dans de 1'ean
(H:0) OI passée a I'autoclave.
# Faire venir le volume final & 500 mlL.

3) 1,10 phénanthroline a 0,25 %
+ Faire dissoudre 1.0 g de 1,10~ phénanthroline monchydraté dans ~100 mL d’eau (H,O) OI
passée a Uautoclave.
Chauffer et remuer la scluticn jusqu’a sa disselution.
Faire venir le wolume final 4 400 ml..

4) Acetate de sodium (NaAc)a2 %
= Faire dissoudre 20 g NaAc et 1.0 g de méthylparabéne dans ~900 mL d’ean (H»0) OI passée i
1" autoclave.
+  Chauffer et remuer la solution jusqu’a sa dissolution.
* Faire venir le volume final 4 1 000 mL.

5) Sclution préparée
* Préparer une « solution préparée » en mettant ensemble ce qui suit :
2.5 mL hydroxylamine (NH,OH) a 10 %
2,5ml 1,10 phénanthroline 4 0,23 %
5 ml acétate de sodum a 2 %
10 mL au fotal

Page 1de 5

Page 24 of 28



/ Procédure opérationnelle normalisée

Contrble de la qualité des milieux nutritifs artificiels
Centre de foresterie des Grands Lacs  Numéro de PON : SPI 011/006

Services de production d’insectes Date d’entrée en vigueur : 21 janvier 2015

21 janvier 2015

6) Solutions étalons
=  Préparer trois réplicats de sept solutions étalomns (0, 2, 4, 6, 8, 10 et 12 ppm) en mettant
ensemble une solution étalon de fer commercial (1 000 pg/ml) et 0.2 M citrate selon le tablean
ci-dessous. Verser 100 pL de chaque préparation dans le puts désigné, comme 1l est présenté
dans la « Disposition dans la plagque » a 96 puits ci-dessous.

Solution étalon Volume de 1a Volume de
N*® d’étalon Concentration solution étalon | 0, 2 M citrate
en fer de fer (uL)
(ul)
1 0 pg/mL (0 ppm) 0 1000
2 2 pg/ml. (2 ppm) 2 008
3 4 pno/mlL (4 ppm) 4 006
4 6 pg/mL (6 ppm) [i] 004
5 8 uo/ml. (8 ppm) i 002
[i] 10 pg/mL 10 000
(10 ppm)
12 pg/mL 12 038
(12 ppm)

Préparation des échantillons de milien nutritif

1) S assurer que trois godets sont obtems du lot de milien nutritif pour le LA pour I'analyse du fer; trois
échantillons réplicats seront prélevés de chagque godet, pour un total de neuf échantillons.

2) Placer 0.4+ 0,02 g de chague échantillon dans un tube & centrifuger de 15 ml.. & bouchon & vis et taré;
I’étigueter convenablement; consigner le poids net de chague échantillon; pusque le métal peut laisser
des traces de fer, utiliser un coutean en plastique pour prélever I"échantillon.

3) Ajouter 5 mL de 0,2 M citrate (pH 4,0) 4 chaque échantillon et le faire tourbillonmer jusqu’a ce qu’il seit
complétement macéré.

4) Placer les échantillons dans un bain d’eau réglé i 75 °C pendant environ quinze mimites (la durée peut
varier de dix a frente minutes); agiter les échantillons toutes les trois a quatre minutes.

5) Les retirer de la chaleur et les réfrigérer pendant au moins trente mimites; les échantillons peuvent rester
dans le refnigérateur jusqu’a deux jours.

6) Les centrifuger a 2 400 g pendant dix ninutes a la température de la piece.

T) Exiraire 100 uLl. du surnageant (extrait transparent du citrate) de chagque échantillon et I"ajouter au puits
pertinent dans la plaque a 96 puits (comme il est présenté ci-dessous); chacun des neuf échantillons sera
versé trois fois dans la plague & 96 puits.
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Centre de foresterie des Grands Lacs

Services de production d’insectes

Procédure opérationnelle normalisée
Contrble de la qualité des milieux nutritifs artificiels
Numéro de PON : SPI 011/006

Date d’entrée en vigueur : 21 janvier 2015

21 janwvier 2015
Disposition dans la plaque a puits
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Position des solutions étalons dans ume plagque 4 96 puits :
ng/ml Description N Puits n° Absorbance
d’identification 4510 nm
] Etalonn® 1 Beplicatl [ Sl-a B3
Reéplicat2 [ S1-b C3
Replicat 3 [ Sl D3
2 Etalon n® 2 Réplicatl [ 51-a B4
Reéplicat 2 [ 52-b c4
Reéplicat 3 [ 32¢ D4
4 Etalonn® 3 Replicat1 [ 53-a B5
Reéplicat 2 [ 53-b C5
Reéplicat 3 [ 53¢ D3
i) Etalon n® 4 Feéplicat 1 | 54-a B6
Rephcat 2 [ 54-b Ch
Reéplicat 3 [ 54-¢ D&
8 Etalonn® 5 Reéplicat 1 [ 55-a B7
Replicat 2 [ 35-b c7
Replicat 3 [ S5¢ D7
10 Etalonn® 6 Reéplicat 1 [ S6-a BE
Replicat 2 [ S6-b CR
Reéplicat 3 [ S6-¢ D2
12 Etalonn® 7 Replicat1 [ 57-a B9
Replicat 2 [ 57-b (o]
Replicat 3 [ 57« D9
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Procédure opérationnelle normalisée

Contrble de la qualité des milieux nutritifs artificiels
Centre de foresterie des Grands Lacs  Numéro de PON : SPI 011/006

Services de production d’insectes Date d’entrée en vigueur : 21 janvier 2015

21 jamwier 2015
Position des échantillons de nulien nutntif dans une plaque a 96 puits
Godetn” | Echantillon | Poids N’ Puits n" | Absorbance
réplicat n° (=) d’identification
1 1 l-a F2
2a F3
3-a F4
2 1-b G2
b G3
3-b G4
3 lc H2
e H3
3¢ H4
2 1 d-a F3
5-a F6
fa F7
2 4-b G35
b G6
6-b G7
3 dc H3
3¢ H6
6c H7
i 1 7-a F8
8a Fo
9-a F10
2 7-b G8
2b G2
9-b G10
3 T-c H8
8-c H9
9-c H10
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/ Procédure opérationnelle normalisée
Contrble de la qualité des milieux nutritifs artificiels
Numéro de PON : SPI 011/006

Date d’entrée en vigueur : 21 janvier 2015

Centre de foresterie des Grands Lacs
Services de production d’insectes

21 janvier 2015
Coloriméirie et analyse des données

1) Verser 200 pL de la « solution préparée » & chaque puits contenant un échantillon de milien nutritif ou
une solution étalon; ajouter 300 pl de la « solution préparée » aux puits marqués comme des blancs (c.-
i-d B1, B2 et B3 dans les puits E5, E6 et E7, respectivement).

2) Attendre au moms cing mimrtes avant de déterminer 1’absorbance a I’aide d"un spectrophotometre
(I'absorbance demeure constante pendant au moins 2.5 heures).

3) Swivre le guide de I'utilisatenur du spectrophotométre utilisé et mesurer 1"absorbance 4 510 nm (492 nm
sont acceptables si 510 nm sont impossibles pour le spectrophotométre utilis€). Une courbe standard sera
générée a partir des solutions étalons; les préparations d’échantillons de milien nutntif seront analysées
par rapport a cette courbe.

4} Consigner |'absorbance relevée pour chaque préparation d'échantillon de milien mutritif

5) Déterminer la quantité de fer amorphe dans chaque échantillon de la maniére suivante :

FePO4 =

26 x I’absorbance relevée

le poids de I"échantillon de milien mutntif ()

6) Lorsque la teneur moyenne en FePO4 est égale ou inférieure 4 80 mg/L, le lot de milien muinitif pour le
LA sera jugé acceptable pour utilisation.
7) Préparer un rapport de CQ sur des échantillons de milien nutritif artificiel et le soumettre 4 I'UPL

Exemples de caleul
Identification Date Poids de | Absorbamnce | FePO4 | FePOd4 | Utliser
du malien I'échantillon | {492 mm) | (mgLl) | moyenne oe
nutritif de milien (mgl) | nulien
mutritif nutmitif?
= {oui‘momn)
A B C D
E
03983 0,151 21,89
04021 0.099 33,18
10,3920 0.145 T9.90
0.4057 0,121 6442
LA (moitig) | 16 nov. 2011 04041 0,100 3345 68,55 O
0.4046 0.123 63.66
0.4084 0.110 58.18
0.4101 0.142 7479
04168 0.165 835,51

C=216 x B/A; D =moyenne des valeurs de C; a éliminer 51 D = 80
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