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EXECUTIVE SUMMARY 

The acute toxicity of WaterLynx 494x to two aquatic organisms was assessed (non‐GLP) 
using the following methods: 

OECD. 1992. Fish, Acute Toxicity Test. OECD Guidelines for Testing of Chemicals, Section 
2: Effects on Biotic Systems. Test Method OECD 203.  

OECD.  2004. Daphnia  sp.,  Acute  Immobilisation  Test. OECD Guidelines  for  Testing  of 
Chemicals, Section 2: Effects on Biotic Systems. Test Method OECD 202.  (48‐hr 
Immobilisation of Daphnia magna) 

Test  solutions  were  prepared  from  stock  solutions  of  dissolved  Test  Substance  in 
dilution water. The stock solution was prepared using small piece of  the  test  item stir 
into  dilution  water  for  24  hours.  A  range  of  nominal  concentrations  of  the  test 
substance and a negative control of dilution water only were tested with each species. 
The toxicity values are based on nominal concentrations (mg/L) and are listed below: 

 

Test 
LC50  

(95% CI) 
EC50 

(95% CI) 

96‐hr Survival of Rainbow Trout  210.2  
(170, 259.9)  Not Applicable 

48‐hr Immobilisation of Daphnia magna  Not Applicable  418.4  
(336.3, 520.6) 
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SECTION 
1 ACUTE LETHALITY TO RAINBOW TROUT (96‐HR STATIC) 

Acute  lethality  tests  were  conducted  with  rainbow  trout  (Oncorhynchus  mykiss) 
according to the OECD method, OECD 203, Fish, Acute Toxicity Test (OECD 1992).  

A preliminary range‐finding test was conducted over the range of 0, 0.1, 1, 10, 100 and 
1000 mg test substance/ litre of dilution water. The results showed that there was 100% 
survival up  to 100 mg/L,  and 0%  survival  at 1000 mg/L.  Therefore,  the definitive  test 
used the following concentrations: 0, 63, 125, 250, 500, and 1000 mg/L. 

To prepare the Stock solution, the test  item  (WaterLynx 494x) was cut  into very small 
pieces with a clean knife and transferred into a 5‐L glass vessel with fish lab water. The 
solution was agitated with a stir bar for ~24h to allow the test item to dissolve into the 
water. The final solution of 5,000 mg/L was diluted with the dilution water to obtain the 
final concentrations.  

There was one replicate per treatment, which consisted of 8 fish in a total volume of 8 L 
test solution in a glass vessel. The mean fish length was 4.425 cm with a mean weight of 
0.79 g. The loading density was 0.79 g/L. The fish were not fed a minimum of 24 h prior 
to test  initiation or during the tests. The test chambers were covered with a Plexiglass 
sheet and aeration was provided during  the  test. The  tests were conducted at a daily 
mean water temperature of 15 ± 2°C, with a photoperiod of 16L:8D. 

Test  chamber  observations  and  survival  checks  were  conducted  and  recorded  daily. 
Measurements of dissolved oxygen concentrations, temperature, and pH, were taken at 
the start and end of the test except  for those concentrations that had 100% mortality 
before the end of the test. For the 500 and 1000 mg/L concentrations, the final water 
quality  was  conducted  at  the  time  100%  mortality  was  observed.  Conductivity  was 
measured at test initiation. 

The 96‐hr  LC50 was  calculated using  the Untrimmed Spearman‐Karber method  in  the 
statistical  program,  CETIS�  (Version  1.7.0.3)  (Tidepool  Scientific  Software  Copyright 
2000‐2009).  The  LC50  value  was  210.2  mg/L  (95%  Confidence  Interval:  170  �  259.9 
mg/L). 

The tests were considered valid as none of control neonates died or displayed atypical 
or stressed behaviour. A reference  toxicant  (positive control)  test was conducted with 
zinc  sulphate  within  two  weeks  of  this  test  and  the  resulting  LC50  was  within  two 
standard deviations of the mean LC50 of previous tests. 

The following range finding and definitive raw data are presented  in Appendix: CETIS� 
statistical  reports,  benchsheets,  organism  information  and  reference  toxicant  control 
chart. 
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SECTION 
2 ACUTE IMMOBILISATION OF DAPHNIA MAGNA (48‐HR, STATIC) 

An acute toxicity test was conducted with the freshwater invertebrate, Daphnia magna, 
according  to  the  OECD  method,  OECD  202,  Daphnia  sp.,  Acute  Immobilisation  Test 
(OECD 2004).  

The  stock  and  test  solution  were  prepared  in  reconstituted  water.  This  water  was 
prepared by adding 1.144 g MgSO4, 1.670 g CaSO4.2H2O, 2.112 g NaHCO3, 0.088 g KCl, 
10 mL of  a  4 mg/L Vitamin B12  (as  cyancobalamin)  solution,  and 40 mL of  a 1 mg/L 
selenium  solution  to  ~20  L  of  deionised  water.  The  water  was  aerated  at  test 
temperature  at  least  overnight  prior  to  use  in  the  test.  The  water  hardness  of  the 
dilution water was 92 mg/L as CaCO3 (measured by EDTA titration). 

To prepare the Stock solution, the test  item  (WaterLynx 494x) was cut  into very small 
pieces with a clean knife and transferred  into a 1‐L glass beaker with daphnia dilution 
water.  The  solution  was  agitated  with  a  stir  bar  for  ~24h  to  allow  the  test  item  to 
dissolve  into  the water. The  final solution of 5,000 mg/L was diluted with  the dilution 
water to obtain concentrations.  

A preliminary range‐finding test was conducted over the range of 0, 0.1, 1, 10, 100 and 
1000  mg  test  substance/  litre  of  dilution  water.  The  results  showed  that  there  was 
sporadic  immobilisation  within  the  range.  Therefore,  the  definitive  test  used  the 
following  concentrations:  0,  15,  30,  65,  125,  250,  500,  and  1000  mg/L  to  cover  the 
maximum range possible. Test solutions were not renewed during the tests. 

There were  four  replicates per  treatment; each  replicate consisted of 5 neonates  in a 
total volume of 200 mL test solution in a 250 mL glass beaker. The neonates were <24 h 
old at test  initiation and were collected from a brood that had 5.9% parental mortality 
(<25%  is  required)  in  the 7 days preceding  test  initiation. The neonates were not  fed 
during  the  tests, but were  fed a mixture of algae  (P.  subcapitata and C. pyrenoidosa) 
prior to use in the tests. The test chambers were covered with a Plexiglass sheet and no 
aeration was provided during the test. The tests were conducted at a daily mean water 
temperature  of  20 ±  2°C,  with  a  photoperiod  of  16L:8D.  The  test  chambers  were 
monitored daily  for number of  immobilised or  floating organisms. At  test completion, 
the number of immobilised organisms was recorded. Measurements of dissolved oxygen 
concentrations,  temperature,  and  pH,  were  taken  at  the  start  and  end  of  the  test. 
Conductivity was measured at test initiation only. 

The  OECD  202  test  method  yields  an  EC50  based  on  immobilisation.  The  Trimmed 
Spearman‐Karber method  in the statistical program, CETIS� (Version 1.7.0.3) (Tidepool 
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Scientific Software Copyright 2000‐2009), was used to calculate the endpoint. The EC50 
value was 418.4 mg/L (95% Confidence Interval: 336.3 � 520.6 mg/L). 

The  tests  were  considered  valid  as  none  of  the  control  neonates  died  or  displayed 
atypical  or  stressed  behaviour.  A  reference  toxicant  (positive  control)  test  was 
conducted with zinc sulphate within two weeks of this test and the resulting LC50 was 
within two standard deviations of the mean LC50 of previous tests. 

The  following  range  finding  and  definitive  test  raw  data  is  presented  in  Appendix: 
CETIS�  statistical  reports,  benchsheets,  culture  health  and  reference  toxicant  control 
chart. 
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APPENDIX 
A SAMPLE INFORMATION  



Report Name:  Entry Job #: B2A3552 Page #: 1

Client: CLEARFLOW ENVIRO SYSTEMS GROUP Inv Attn: JESSE MEINTS Printed: 2013/01/08 Version 6
#140 - 134 PEMBINA ROAD Reception Date: 2012/11/14
SHERWOOD PARK AB Reception Time: 13:07
CANADA          T8A0M2 Login Date: 2012/11/14
 Task Order: REQUIRED DATE: 2013/01/31, 18:00
 Line Item: Quote Number:

Report: same Attention: JESSE MEINTS P.O. Number: 335-201211
 PHONE: (780) 410 - 1403Ext: PROJECT NUMBER:
 FAX: (780) 464 - 2026 Site Location:
 EMAIL: jesse.meints@clearflowgroup.com Site #:
 Client Number: 6683
 Rpt Address #:

Q.C. Samples: NoProject Coordinator:  JLI

Maxxam Client Store Recd. Sampling
Number Sample ID/Report ID Cont's Code OK Date Matrix Test Codes

    F A 6 6 1 8 - 0 1 R WATERLYNX 494X 1 N/A Yes SOLID DISPOSAL, ECOATTACH, OECD202
WATERLYNX 494X OECD203

Remarks: RK8// client did not provide date or time of relinquishment.
IW.

Please note: Client uses minimum billing ($150.00) !

Entered by: RK8 Approved by: Date of Sample Disposal:
Date: 2012/11/14 Date: Disposal by:
Time: 15:10 Time:
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APPENDIX 
B  RAINBOW TROUT  
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APPENDIX 
C  DAPHNIA MAGNA  




























