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Etude de la toxicitd d’effluents industriels et urbains
dans le secteur amont de la Moselle

Préambule

La mesure de la toxicité des effluents, qu’ils soient industriels ou urbains, est une étape
indispensable de la réduction des rejets toxiques, dont l’Agence de l’eau Rhin-Meuse a fait une
de ses priorités depuis plusieurs années. Cette mesure est le plus souvent réalisée au
laboratoire à l’aide de tests biologiques, sur des échantillons d’effluents prélevés dans des
conditions représentatives de l’activité industrielle, ou des charges traitées dans les stations
urbaines.

Cette démarche peut prêter à malentendu, si l’on perd de vue qu’il s’agit d’une mesure de
toxicité ootentielle. En effet, les conditions (température matière organique etc...) dans
lesquelles on évalue cette toxicité au laboratoire sont standardisées, par souci de fiabiliser la
mesure, mais n’ont en tout état de cause qu’un rapport lointain avec les conditions réelles du
milieu récepteur. Cette évaluation d’une toxicité potentielle présente toutefois plusieurs
avantages uterminants en particulier le fait de permettre d’agir avant que des effets
importants, difficilement kversibles, soient observés dans le milieu, et celui de permettre des
çomoaraisons dans le temps (si les conditions d’observation des effets biologiques ne sont pas
stables, on ne peut pas conclure sur l’évolution de la toxicité d’un rejet).

Toutefois, pour être tout à fait pertinentes, ces mesures de toxicité potentielle devraient
pouvoir être mises en relation avec des effets sur le milieu récepteur, pas nécessairement sous
la forme de proportionnalité, mais au moins sous celle de tendances ou de relations
qualitatives. II faut reconnaître à cet égard que cet effort a rarement été fait, au moins pour les
formes de toxicité à moyen/long terme (chroniques).

L’évaluation de l’impact d’un rejet toxique, ou de la contamination d’un milieu, sur
l’environnement, relève d’une démarche complexe et lourde, ce qui explique en partie qu’elle
soit rarement entreprise (de gros efforts sont faits cependant dans certains pays, notamment
les USA, le Québec etc). L’un des indicateurs d’impact souvent évoqué est un “biomarqueur”,
appartenant au cytochrome P450 ; la réponse de ce biomarqueur traduit d’abord une
exposition à des substances toxiques, et pas directement un impact objectivable en termes
anatomiques, physiologiques ou autres.

L’ambition de cette étude était de confronter ces deux types d’information : toxicité
potentielle, mesurée à l’aide de tests biologiques, et réponse d’un biomarqueur, pour voir si
l’on peut espérer trouver une relation entre eux. Le nombre volontairement limite d’échantillons
(5 effluents et 5 points d’observation sur le milieu) ne permet évidemment pas de tirer une
conclusion parfaitement nette de cette confrontation, mais cependant d’obtenir une première
série d’indications encourageantes.

L’étude a été conduite dans un secteur difficile, où ont eu lieu des polémiques assez
vives autour d’un effluent particulier. Ce contexte a donné lieu à la mise en place d’un groupe
de travail chargé d’évaluer la qualité de la Moselle et l’impact sur celle-ci de I’effluent en
question. Sans que cette étude ait été directement commandée par le groupe de travail, il était
espéré qu’elle lui apporte des informations utiles.



I.. Introduction

L’étude réalisée fin 1992 et courant 1993 sur la Moselle a porté d’une part sur la mesure
de I’écotoxicité intrinsèque des effluents les plus importants du secteur étudié, et d’autre part
sur une évaluation de l’impact des apports polluants sur sa faune en particulier piscicole.

La mise en oeuvre d’une telle approche : évaluation biologique de la qualité de rejets
industriels et/ou urbains, et caractérisation conjointe de la réponse des organismes du milieu
reste encore originale en France. En effet, bien que recommandée par I’OCDE 111 depuis
plusieurs années et appliquée dans différents psy@, en particulier pour la définition de
normes de rejets, une telle approche nécessite la maîtrise et la réalisation d’expérimentations
encore considérées par les gestionnaires comme plus complexes et coûteuses qu’une
démarche analytique. L’analyse critique des informations apportées par ces différentes
méthodologies [310r*1 et les expériences acquises dans plusieurs pays [sj- ~1 montrent cependant
qu’elle apporte des informations essentielles sur la biodisponibilité, les interactions toxiques
des substances présentes dans les effluents et les risques d’impact toxique à long terme sur
les milieux récepteurs.

Nous avons mesuré en laboratoire la toxicité létale et sublétale sur poissons et
microcrustacés de quatre effluents industriels et d’un effluent urbain. Simultanément la mesure
de la potentialité d’induction d’une activité enzymatique de détoxification à cytochrome P450 a
été effectuée. Cette même mesure a été. réalisée sur poissons prélevés in situ, sur des
stations proches des rejets étudiés. Enfin nous disposons d’informations sur la qualité de la
faune benthique d’oligochètes et la contamination chimique des sédiments par plusieurs
polluants majeurs les plus courants ((HAPs, PCBs et métaux)m-

la contamination chimique des sédiments par plusieurs polluants majeurs les plus
courants .

Le présent rapport a pour objet de résumer l’ensemble des résultats acquis [a] et d’en
proposer une synthèse.

1 OCDE. Monographie sur l’environnement. Utilisation des tests biologiques pour l’evaluation  et le contr6le
de la pollution de l’eau 1988.

*J.Garric , Vindimian E., and J.F. F&ard. Ecotoxicology and waste water : some practical applications. The
Sci. of the Tot. Environ. ~10851103, Suppl. 1993

3 E. Vindimian et J. Garric. Bio-essais  et bii-indicateurs de toxicite dans le milieu naturel. Etude
interagence no1 7, 56 p.1993.

* J. Bottetwerg and J. Risselada. Toxicity  assessment  of effluents in the Netherlands : implementation,
problems and prospects.  The Sci. of the Tot. Environ. ~11051113,  Suppl.1993

5 F.Pedersen,  Damborg A. and P. Kristensen.  Danish strategy for investigating industriil effluents. The Sci.
of the Tot. Environ., ~115-1122,  Suppl. 1993

6 U.S. Environmental Protection Agency. Technical support document for water quality-based toxics control.
EPA/505/2-90-001  PB 91.1991. Office of water. Washington D.C.

7M. Lafont  et J.C. Camus. Utilisations des oligochetes et des microcrustaces  dans I’evaluation  des
echanges  nappe-riviere et dans I’apprkiition de la contamination du milieu. Application à la Moselle à l’amont ds
Nancy. -Rapport CEMAGREF, Agence de l’eau Rhin Meuse. Decembre  1993.

6 Rapports intermédiaires CEMAGREF. Evaluation de kotoxicité de divers effluents et de leur impact en
riiiére. Application à la Moselle à l’amont de Nancy. (Phasel, 2.3).
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II Analyses effectudes

2.1 Analyses in situ

Des pêches électriques ont été effectuées sur 6 stations de la Moselle en amont et aval
de la ville d’Epinal du 12 au 15 octobre 1992. La localisation de ces stations a été choisie afin
d’encadrer les rejets étudiés et se rapprocher des stations de prélèvements d’invertébrés (voir
carte).

La situation des stations de pêche est résumée dans le tableau ci-dessous :

Nom N” Situation Caractéristiques Correspondance/
stations invertébrés

Saint Etienne 401- Aval confluence Mose- Station amont  de
l e s  Remire- lotte. “référence” : amont
mont tous rejets étudiés.
Pouxeux 402 Amont confluence Volo-  Aval Remiremont. Aval proche station 1

gne. Aval point 51000 Amont tous rejets étu- Eloyes
RNB [Y Distance à 401 z diés.
12.5 km.

Archettes 403 Aval confluence Vologne, Aval rejets étudiés 1 et Entre station 1 Eloyes
amont Epinal. RNB 2. et 2 Dinoze
:51000-53000
Distance à 402 = 5.5 km.

Chavelot 404 Aval Epinal. RNB: 54100 Aval proche rejets étu- Chavelot
Distance à 403 s 15 km. diés 3,4

bw 405 RNB 54100-54500 Aval proche rejet étudié Amont station 4
Distance à 404 z 6 kms. 5

Bainville
Velle sur Mo- 406 RNB 56000 Aval “récupération” Velle sur Moselle
selle Distance à 405 z 36 km.

Tableau no1  : Description des stations de prélèvement de poissons.

Sur ces stations trois espèces de poissons : chevaine (Leuciscus cephalus), barbeau
(Barbus barbus) et hotu (Chondrostoma nasus), ont été retenues pour la mesure de l’activité
EthoxyRésorufine-0-Dééthylase  (EROD), activité enzymatique de détoxification à cytochrome
P450 1 Al.

Cette activité enzymatique, considérée comme un biomarqueur de la contamination du
poisson par des polluants du type hydrocarbures aromatiqueW1,  PCBs coplanaires ou
dioxines, est induite chez les organismes soumis à ces polluants.

L’induction de cette activité est en particulier signalée dans la bibliographie chez les
poissons en présence de rejets d’effluents d’industries papetières (11 l1*j. Compte tenu des

g Raseau  National de Bassin
l” Goksoyr A and Forlin L. The cytochrome ~450 system in fiih, aquatic toxicology and Environmental

monitoring. Aquatic toxicology, 22, ~287-312, 1992.
l1 In Andersson T. Sublethal physiological effects of pulp and paper mill effluents on fiih. A literature

review. National Swedish Environmental Protection Board.  REPORT 3366,49 p, 1987.
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caractéristiques de cet indicateur biochimique (alarme précoce de risque toxique, détection dt
polluants persistants et bioaccumulables) son utilisation pour la surveillance des écosystème:
aquatiques est proposée par différents auteurs 131. Néanmoins peu d’informations son
disponibles concernant les interactions possibles et en particulier l’effet antagoniste d’autre3
polluants organiques ou métalliques sur ce système W

Dans la mesure du possible, 10 poissons de chaque espèce, mâles et femelles son1
prélevés par pêche électrique. Les homogénats du foie prélevé sur chaque individu son1
congelés et ramenés au laboratoire pour la mesure de l’activité enzymatique EROD par
spectrofluorimétrie selon un protocole déjà décrit t--~-j [W

Les résultats de l’activité mesurée pour chaque poisson sont exprimés en picomole de
résorufine par milligramme de protéines et par minute.

2.1 7 RésLJl~

Afin de pouvoir comparer les résultats obtenus sur
variations connues de la mesure de l’activité EROD en
transformées en taux d’induction.

toutes les stations et s’affranchir des
fonction du sexe, ces données sont

Ce taux d’induction calculé pour chaque individu est égal à la valeur d’EROD pour cet
individu divisée par la moyenne des activités EROD des individus de même sexe et de même
espèce mesurées sur la station dite de référence.

Dans la mesure où il n’a pas été possible de trouver les 3 espèces étudiées sur la station
401, nous avons considéré la station 402 comme station de référence. Cette station est
également amont de tous les rejets étudiés, et nous disposons de mesures d’activité EROD sur
les 3 espèces. De plus les activités EROD des chevaines prélevés sur cette station sont
comparables aux résultats obtenus sur la station 401.

Les tableaux suivants résument pour chaque espèce les données EROD mesurées
(moyenne, écart type) et les taux d’induction (moyenne, écart type) calculés pour chaque
station.

l2 Andersson T., Forlin L., Hardig J. et A. Larsson. Physiological dlsturbance in fllh living in coastal  water
polluted  with bleached kraft pulp mill effluent. Can. J. Fish Aquat. Sci., 45, ~1526-1636. 1988.

l3 Gagne F. and C. Blaise. Hepathic metallothionein level and mixed function oxydase activity  in fingerling
rainbow trout after acute exposure to pulp and paper mil1 effluents.  Wat. Res., 27, 11, p 1169-1682 1993

l4 Vindimian E., Namour P., Migeon B. and J. Garric. In situ pollution induced cytochrome ‘p460 activity of
freshwater fish. Aquat. Toxicol., 21, ~255-266. 1991.
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1e Les valeurs d’activité EROD mesurée sur les stations amont sont du même ordre de

grandeur ou plus faibles ~~161 que celles déjà observées sur ces mêmes e-spèces prélevées
dans des stations dites “de référence” , non soumises à des rejets directs de polluants
susceptibles d’être inducteurs. Le choix de ces “références” paraît donc satisfaisant. De même
les taux d’induction calculés sur les stations “polluées” présentent des valeurs et varient dans
des rapports identiques à ceux déjà observés en aval de rejets industriels [141.

Les taux d’induction mesurés sont variables suivant les individus, avec des taux
individuels pouvant être très élevés (jusqu’à 140 fois le taux de base) pour quelques femelles
chevaine et hotu des stations les plus aval. Les résultats sont plus homogénes pour le
barbeau, avec des taux d’induction n’excédant pas 12.

Cette variabilité individuelle élevée est conforme aux observations de terrain que nous
avons pu déjà réaliser.

c

r”
fP

4

A partir des valeurs de taux d’induction calculées, les différentes statiok sont comparées
entre elles.

‘5 Ërod prnol/min/mg protein moyenne, ecart type sur Stations amont Durance
B. barbus :18.0, 22.5; L. Cephalus20.6,20.1; C.Nasus37.540.4.

%lod G., Devaux A. and J.L. Riv&e.  Effect  of chemical pollution on the activities of hepatic  xenobiotic
metabolizing enzymes in fish from the river Rhône.  Sci. Total Environ., 73, pl89-201. 1988
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Les données (brutes et/ou après transformation logarithmique) ne présentant pas un
caractère de normalité, cette comparaison a été effectuée au moyen du test statistique non
paramétrique de Mann Whitney (homologue au test t de comparaison de moyenne, permettant
de comparer entre eux deux échantillons indépendants) calculé à l’aide du logiciel statistique
NCSS I”l.

Dans un premier temps nous avons tenu compte de l’ensemble des données disponibles,
y compris des valeurs individuelles les plus élevées, mâles et femelles des trois espèces
confondues.

Le tableau suivant présente les probabilités d’avoir affaire à deux échantillons identiques,
station par station. Nous retiendrons comme stations statistiquement différentes de la station
témoin celles pour lesquelles la valeur de p calculée est ~0.05 (en italique dans les tableaux
suivants).

402 403 404 405 406
401 0.78 0.1 0.00 0.03 0.03
402 0.07 0.00 0.01 0.00
/tnrl n n n n 31 n n a-r”” , I , V.“” , “.G I , “a”3

404 1 I 1 1 0.21 1 0.30
1 405 1 I I 1 1 0.74 1

Tableau no 3 : Analyse de l’effet station sur le taux d’induction EROD.

A partir de ces résultats 2 groupes de stations sont nettement différenciées :
l le groupe des 2 stations amont des rejets étudiés, St Etienne les Remiremont et

Pouxeux,
l le groupe des stations aval d’Epinal avec des activités EROD significativement plus

élevées que celles des stations les plus amont.

Enfin la station 403 (Archettes), la plus proche aval Vologne pour laquelle les réponses
obtenues sont variables suivant l’espèce étudiée. Seule la mesure de l’activité EROD sur
l’espèce Chevaine met en évidence une induction significativement différente de celle mesurée
sur les poissons prélevés sur les stations amont. Mesurées sur les hotus ou les barbeaux les
activités EROD ne sont pas différentes de celles des poissons de la station 402.

Afin de mettre en évidence d’éventuelles réponses spécifiques, le même traitement a été
réalisé pour chacune des espèces pêchées.

Les résultats sont reportés dans les tableaux suivants :

Barbeau
1 403 1 404 1 405 -1 406 1

1 402 1 0.87 1 0.02 1 0.46 1 0.371
403 0.02 0.33 0.88
404 0.01 0.08
405. 0.15

Tableau no 4a : Analyse par espèce de l’effet station sur le taux d’induction EROD.

l7 Number Cruncher Statistical System, version 5.01 Dr J.L.Hintze,  octobre 1988.
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Nous ne disposons pas d’informations sur la station 401 pour cette espèce, absente de la
zone de pêche. Seule la station 404, aval d’Epinal, se différencie significativement des autres
stations en particulier de la zone amont d’Epinal. Les taux d’induction mesurés sur les autres
stations ne sont pas différents entre eux, et en particulier des valeurs de “références”.

Tableau no 4b : Analyse par espèce de l’effet station sur le taux d’induction EROD.

Les taux d’induction observés sur cette espèce sont en moyenne plus élevés que ceux
mesurés sur le barbeau ou le hotu. ‘Cette observation avait déjà pu être soulignée lors de
travaux précédents [Y Ils permettent de discriminer un groupe de stations amont de la
Vologne (401, 402) où les individus présentent une induction significativement plus faible que
dans toutes les autres zones échantillonnées, et un groupe de stations aval Vologne où les
réponses sont significativement plus élevées.

Ho\i
Tableau no 4c : Analyse par espèce de l’effet station sur le taux d’induction EROD.

Calculés à partir des données EROD sur cette espèce, les taux d’induction obtenus se
différencient significativement selon deux groupes de stations, un groupe de stations en aval
d’Epinal plus induites et un groupe amont comprenant ici les zones amont et aval Vologne que
l’on ne peut discriminer (la station 401 n’est pas représentée ici, du fait de l’absence de cette
espèce).

Afin de vérifier que les résultats les plus extrêmes mesurés’ sur quelques individus
n’entraînaient pas de biais, les mêmes traitements ont été effectués, en écartant les valeurs les
plus élevées (taux d’induction >40, 3 données écartées), difficiles à expliquer. Dans ce cas les
probabilités d’avoir des échantillons identiques varient de façon insignifiante dans 4 cas, ce
qui ne modifie pas les conclusions précédentes.

Le profil des variations du taux d’induction moyen, en ne tenant compte que des résultats
homogènes (taux d’induction ~40) mesuré par espèce sur le linéaire est illustré dans le
graphique suivant.



7

Vuldlom  de I’lnductlon E ROO sur les stdlons Blud&ss

0

iraphique no 1 Taux d’induction par station et par espèce.
Les flèches signalent les kponses significativement difkrentes de la station tdmoin  (402)

Ces graphiques mettent en évidence :
Les flèches signalent les réponses significativement différentes de la station
l des variations par espèce du taux d’induction de l’activité EROD selon les stations,
l 2 zones de stations, plus ou moins discriminées suivant les espèces, une zone amont

Vologne et une zone aval, avec une situation particuliérement  marquée, quelle que soit
l’espèce considérée, en aval proche d’Epinal (404) et de deux des rejets d’effluents étudiés (no
3 et 4).

l une situation toujours “inductrice” même sur la station la plus aval (406) à une trentaine
de kilomètres du dernier rejet étudié, alors même que les informations disponibles ne laissent
pas supposer de rejets industriels importants proches de ce secteur.

3.3 Bioessais sur effluer&

Conjointement aux études de terrain, des essais de toxicité ont été menés sur 4 effluents
industriels et 1 effluent urbain déversés dans le secteur étudié (cf. carte et tableau n’l), entre
le 10 mars et le 30 juin 1993.

4 bioessais ont été mis en oeuvre afin d’évaluer la toxicité intrinsèque des rejets :
l un essai de toxicité létale jusqu’à 48h sur Daphnia magna,
l un essai de toxicité chronique reproduction sur Ceriodaphnia dubia,
l un essai de survie et croissance embryolarvaire  sur Brachydanio rerio
l un essai d’induction d’activité EROD sur truitelles arc-en-ciel (Onchorynchus  mykiss).

Les échantillons moyen 24h sont livrés au laboratoire quelques heures après prélèvement
(c12h) où ils sont immédiatement homogénéisés et répartis en récipients plastiques avant
conservation au froid :

- T”<7”C pour les essais d’induction (durée 96h)
- Te -18°C pour les essais de toxicité sublétale.
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Aucun pré-traitement particulier n’est effectué avant les essais, hormis une aération des
solutions ‘d’essais pour la mesure d’induction EROD, afin d’assurer une oxygénation suffisante.
Dans les autres essais la dilution effectuée suffit à la réoxygénation des solutions.

Simultanément un essai de toxicité létale sur daphnie est mis en oeuvre, et une fraction
de I’effluent réservée pour analyses chimiques.

Les 3 essais sont ensuite réalisés suivant les protocoles décrits en annexe avec un
renouvellement quotidien des concentrations d’essai, après remise à température d’essai.

Les résultats de toxicité létale 24h sur daphnie ont permis d’établir la gamme de
concentrations pour les essais sublétaux.

2 2 Traitements des données. .

Lorsque cela était possible les données ont été traitées afin de calculer la plus faible
concentration d’essai provoquant un effet statistiquement significatif (LOEC : Lowest Observed
Effect Concentration) et la concentration sans effet observable correspondante (NOEC : No
Observed Effect Concentration).

Ces concentrations significatives LOEC et NQEC sont déterminées par comparaison des
différents lots en utilisant des test statistiques paramétriques ou non paramétriques suivant les
cas. Pour ce faire nous avons suivi les procédures décrites par I’US EPA (1 989)[181  pour les
essais sur Cériodaphnie et ELS en particulier. Les tests statistiques nécessaires à la
détermination des LOEC et NOEC ont été réalisés à l’aide du logiciel Toxstat ~91.

Par ailleurs, les paramètres statistiques décrits plus haut ont été complétés d’une
modélisation des données par simulation itérative qui permet la détermination d’lCp
(pourcentage d’effluent entraînant une inhibition de p% par rapport au témoin) par différentes
méthodes : interpolation linéaire, régression linéaire ou régression non-linéaire. Ces méthodes
nous ont permis, lorsque le jeu de données était suffisant, de calculer les concentrations
inhibitrices de 10 et 50% du critère étudié (CIlO, Cl50) pour les essais cériodaphnie et ELS.

2.2.3 Tvoe d’eff luents étudiés.

5 effluents ont été étudiés dont 3 effluents d’industries en liaison avec la fabrication ou le
traitement du papier (Mosl sur la Vologne, Mos2 et Mos4 sur la Moselle). Les procédés
industriels mis en oeuvre ne comprennent pas de blanchiment au chlore, phase connue pour
produire des hydrocarbures chlorés et autres sous- produits chlorés induisant des toxicités
létales et sublétales importantes ainsi que des composés inducteurs des activités
monooxygénases à cytochrome P450.

Les informations disponibles sur ces rejets sont résumées dans le tableau n”5.
Deux des effluents étudiés (Mos2 et Mos5) sont issus d’industries citées comme utilisant

des substances colorantes. Nombreuses de ces substances sont des composés à base de
substances de type azobentène, benzidine, susceptibles d’être cancérogènes  et /ou
mutagènes.

Les valeurs de débit moyen (Qeff) des effluents rejetés sont ponctuelles, et n’ont pour
objectif que de donner un ordre de grandeur du rejet par rapport au milieu récepteur. A partir
de cette valeur et des données de débit moyen sur 20 ans (Qm20) ou à l’étiage (Qe), il est
possible de calculer un taux de dilution (Qm20/ Qeff ou Qe/Qeff) et une concentration
théorique des eff luents dans le milieu (1 OOxQeff/Qm20).

18U.S.  E.P.A. Short term methods for estimating the chronic toxicity  of effluents and receiving waters to
freshwater organisms. 2nd Ed. EPA/800/4-89/001.  mars 1989.

” version 3.0 (Gulley D.D., Boelter A.M., Bergman H.L. 1989), gracieusement fourni par T. Norberg-King
(US. EPA Duluth)
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5..

Noin

rI
(Mosl)

(MOSZ)

(Mos4)

(Mos3)

(Mos5)

Type

Papeterie

Papeterie

Production
de pâte à
papier

Station
épuration
urbaine

Textile

Informations
disponibles.

Pas de blanchiment
au chlore
Pas de blanchiment
au chlore. Utilisation
de colorants
Pas de blanchiment
au chlore

Fonctionnement en
limite de possibilités.
Rejet en limite de
norme
Utilisation de

1 I colorants
Tableau no5 Quelques caractéristiques d

T
Epuration

Pas de traite-
ment
Epuration pri-
maire

Epuration pri-
maire et secon-
daire (boues
activées)

lDécantation

les effluents &uc

Debit
moyen
(Qeff.)

8 5  m3lh
(Vologne)

490m3lh

31lmVh

715m3lh

118m3lh
i6s.

iaux dilut.
Conc

a

1400
0.07
240
0.41

%
WV)

b
212
0.48
37
2.72

382 60
0.26 1.72

166 25
0.60 3.98

1000
0.11

150
0.70

a: taux de dilution et concentrations théoriques d’effluent  (%) calculees a partir du module inter- annuel sur 20 ans
(Qm20=11 8800m3/h)  de la Moselle a Archettes.
b: taux de dilution et concentrations theoriques (%) d’effluents  calculées a partir du débit d’étiage mensuel de
fréquence 1/5 (an) (Qe =18000  m3/h) de la Moselle a Archettes.

, . .
7 7.4 Donnees  physico-chlmques

Dès l’arrivée des échantillons divers paramètres physico-chimiques ont été
mesurés (laboratoire de chimie. CEMAGREF). Les résultats sont présentés ci-dessous.

Tableau no 6. Physico-chimie des effluents. (ndl : non déterminé, impossible)
Les effluents Mos4 et-5 se distinguent par des DC0 particuliérement élevées. L’effluent 5 du
fait de son pH élevé et de sa coloration n’a pas permis la détermination de certains paramétres.
L’effluent 3 présente une concentration élevée en azote ammoniacal, correspondant à une
proportion d’ammoniac non dissocié, toxique, d’environ l%, -0.3mg/.I  NHs , (20°C). De telles
concentrations sont susceptibles d’entraîner des effets sublétaux et létaux sur les organismes
aquatiques (poissons en particulier).
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2 5 Résultats des essais de toxicité. .

2.2.5.1 Toxicité létale aiguë.

Les CI 50 24 et 48h sur D. magna et Ceriodaphnia dubia et leur évolution au cours du
temps de conservation pour Mosl et 2, mesurées à partir des Cl50 ceriodaphnia, sont
présentées dans le tableau n”7.

On remarquera que les 2 effluents suivis dans le temps montrent une diminution de leur
toxicité aiguë, mais qui apparaît comme peu importante (Cl 50 dans un rapport c2 en 10 jours),
à non significative si l’on considère les intervalles de confiance des Cl calculées.

Daphnia maqna
I

1 Ceriodaphnia
1

t =o 62 (37-l 00) 50 (26-91) 59 (44-77)
t =6 72 (54-97)
t =8 79 (66-94)
t = 20 92 (nc)C
Mos3 NT -

Mos4 NT - -
Mos5 12 (11.9-12.1) 6 (6-6.5) -
Tableau no 7. Toxicité létale aiguë des effluents vis à vis de D. magna et C. duhia

a concentration exprimée en pourcentage d’effluent
b intervalle de confiance
c non calculable
d durée de conservation en jour
NT non toxique

Cl50 24ha Cl50 48ha

55 (40-90)b 15 (5-24)

Cl50 24ha

40 (23-68)
45 (30-69)
56 (40-80)
75 (61-92)

1

2.2.5.2 Toxicité létale et sublétale à moyen terme

Les informations concernant cette toxicité de type chronique sont issues des résultats des
essais de reproduction sur la ceriodaphnie et de survie des embryons et larves de Brachydanio
rerio.

L’essai ceriodaphnie est basé sur le suivi de ‘la reproduction parthénogénétique de 10
individus par concentration en 7 jours d’essai. Les résultats sont exprimés en nombre de
jeunes viables nés par mère en 7 jours.

L’essai ELS est basé sur le suivi de la mortalité d’embryons et de larves de danios (30
individus par concentration, 3 réplicats) au cours des 10 jours d’essai. Les résultats sont
exprimés en pourcentage d’éclosion embryonnaire ou de survie larvaire.

Tous les essais ont été réalisés de maniére satisfaisante, en particulier les critères de
validité chez les témoins ont été respectés tl8l.

Les gammes de concentrations d’essai (en pourcentage d’effluent dans la solution
d’essai) ont varié suivant les effluents et les essais mis en oeuvre en fonction de la toxicité
aiguë initiale mesurée :
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‘- Ceriodaphnie :
0.5, 1.2, 2.7, 6.1(MosS)
1.1, 2.3, 4.8, 10,20.8 (Mo~l, Mos2)
20.8,30, 43.3, 62.4, 90 (Mos3, Mos4). Pour I’eff luent Mos3, 70% des organismes son1

morts en 3 jours à 62.4%.
- ELS Brachydanio
1.1, 2.3, 4.8, 10.0,20.8 (Mo~l, Mos2)
14.8, 20.8, 30.0, 43.3, 62.4, 90 (Mos3, Mos4)
0.5, 1.2, 2.7, 6.1, 14.0 (Mos5)

Le tableau no8 résume les paramètres de toxicité qu’il a été possible de calculer pour
chacun des essais.

1 Reproduction
MOS1 MOS2 MOS3 MOS4 Mos5

C. dubia
LOEC
NOEC
Cl10
Cl50

2.3 2.3 20.8 1.2
1.1 1.1 43.3 0.5

1.2(0.5-1.5) 1.3(1.1-1.4) - -
7.1 (2.1-14.5) 3.6(2.9-4.3) - 22.3(16.8-28.7) 2.6(1-7.4) _

Survie I I I
1 embryolarvaire 1 I I I I I

B.rerio
LOEC 10.0 a20.8 62.4 >90 6. 7
NOEC 4.8 - 43.3 - 2.7
Cl10 5.8 (5.1-6.8) - 42.8 (18-60) - 3.0(2.6-3.2)
Cl50 10.6 (9.0-13.0) - 59 (45-68) 4.7(4.5-5.0)

Tableau n”8.  Résultats de toxicité sur les effluents. (Concentrations exprimées en % d'effluerlu

Le choix des gammes d’essai n’a pas été pertinent pour 2 des effluents testés:
l Mos3 où il n’a pas été possible de mettre en évidence d’effet sublétal sur la reproduction

des cériodaphnies. Seul un effet létal aux deux plus fortes concentrations a été observé dès le
3ème jour du test.

l Mos2 pour lequel aucun effet embryolarvaire n’a été obtenu sur la gamme testée.
Enfin aucun effet toxique n’a été observé vis à vis de l’essai ELS, même à la

concentration d’essai la plus élevée de I’effluent Mos4 (90%).

2.2.5.3 Induction de l’activité enzymatique monooxygénase à Cyt P450 EROD.

La mesure d’induction de l’activité enzymatique EROD est effectuée sur des prélèvements
de foie réalisé sur des poissons exposés durant 96h à différentes concentrations d’effluent,
suivant le protocole de dosage déjà cité. Seuls les poissons vivants én fin d’essai sont
analysés. Les résultats sont présentés sous deux formes :

- en activité enzymatique exprimée en picomoles de résorufine par minute et par
milligramme de protéines (pmol./min/mg prot.)

- en taux d’induction de l’activité EROD, calculé par rapport à l’activité moyenne des
p o i s s o n s  t é m o i n s .

Lors de ces essais un lot “témoin positif” est également suivi, après une injection intra
péritonéale d’un inducteur puissant du CytP4501A1, -la j3Naphtoflavone à raison de 20mgkg
environ. Ce suivi a permis de s’assurer de la qualité du lot de poissons utilisé.
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Les gammes de concentration d’eff luent utilisées sont les suivantes :
-10, 20.8, 43.3, 90.0 (Mo~l, Mos2). Pour I’effluent Mos2, on a observé 70% de mortalité

en 72h à la concentration d’essai ta plus élevée (90%). La mesure de l’activité EROD a du être
effectuée après 72h d’exposition sur les truitelles restantes à cette concentration.

-20.8, 30.0, 43.3, 62.4 (Mos3). A 62.4% on note également 90% de mortalité des
organismes.

-30.0, 43.3, 62.4, 90.0 (Mos4)
-0.5, 1.1, 2.3, 4.9 (Mos5).

Les résultats EROD et taux d’induction, moyenne et écart type obtenus par concentration
sur chaque eff luent sont présentés ci-dessous.

Conc.
%

effluent

0

10

20.8

30.0

43.3

62.4

90.0

BNF
EROD

Mosl
Erod

Taux induc.

5.0 k2.0)
1

4.1 k3.7)
0.8 k 0.7)

7.2 & 4.2)
1.4 k 0.8)

3.2 b2.6) l
0.6 b 0.5)

10.1 (15.4) l
0.5 (i 0.1)

464.7
k 162.5)

Mos2
Erod

Taux induc.

6.2 k 1.4)
1

7.1 (It3.1)
1.1 (iO.5)

9.1 b2.3)'
1.5 kO.4)

5.5 k2.2)
0.9 kO.3)

5.2 k 1.8)
0.8 k 0.2)

432.0
k121.1)

Mos3
Erod

Taux induc.,

2.4 k2.0)
1

4.1 k.4.0)'
1.7 kO.6)

6.5 k6:5)*
2.7 k1.9)

4.5 (&3.7y
1.9 kl.5)

481.2
(& 94.5)

Mos4
Erod

Taux induc.

T2 k l--31

17.2b 14.3)*
4.5 k4.2)

9.1 k5.8)'
2.8 & 1.7)

31.5 k21.6)'
9.7 k6.3)

38.4 (&21.3y
11.9 b6.2)

365.4
k252.6)

Conc.
%

eff luent

0

0.5

1.1

2.3

4.9

WF

Mos!5
Erod

Taux induc.

2.3 &0.9)
1

5.7 h3.5)'
5.3 (& 3.1)

7.1 &8.10)*
6.6 k 7.2)

14.1 (& 14.7)'
13.1 kl2.9)

20.5 k13.3)'
19.1 k11.7)

401.8
k 107.9)

Tableau n”9.  Mesure de l’activité enzymatique EROD (pmol/min/mg  prot.) et taux d’induction
correspondant obtenus sur les 5 effluents testés.
* Activité significativement différente des témoins (~~0.05)

L’examen du tableau montre que les activités basales de tous les lots de truites témoins
sont du même ordre de grandeur; l’analyse statistique des activités EROD des poissons,
obtenues après injection à la @naphtoflavone  a permis de s’assurer qu’il n’y avait pas non plus
de différence significative d’induction entre les lots.

Sur les graphiques 2a à 2e nous avons reporté la variation de l’activité EROD moyenne,
mesurée lors des essais sur chacun des effluents.

Hormis pour I’effluent n”5, on n’observe pas de relation dose-effet systématique sur les
effluents testés, I’eff luent Mosl à 43.3% induisant plutôt une inhibition de I’activite
enzymatique.

Néanmoins tous les effluents analysés ont montré, à des concentrations variables, un
effet inducteur après une période d’exposition de 4 jours, avec une mention particulièrepour
I’effluent de teinturerie qui provoque une induction élevée dés la plus faible concentration
d’essai (0.5%).
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Graphique 2c. Effet inducteur de MOS3
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Graphique 2e. Effet inducteur de MOS5
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III Discussion

3.1 Ecotoxicité intrinsèque des effluents

Nous disposons d’un ensemble d’informations qui décrivent les relations doses-effet des
différents effluents étudiés, sur des critères de mortalité à court et moyen terme, et des critères
.de sublétalité.

Ces données permettent de classer les effluents entre eux par rapport à leur potentialité
toxique. Dans le tableau suivant nous avons résumé les paramètres de toxicité, Cl50 et LOEC
qu’il a été possible de mesurer sur les différents échantillons.

Les valeurs des taux d’induction calculés à partir des activités EROD significativement
supérieures aux activités des lots témoins sont également reportées, pour la première
concentration d’effluent testé induisant cet effet significatif.
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Tableau no 10. Paramètres de toxicité des effluents.
a Cl5024hROEC  ELS
b Unité Toxique (1 OOROEC)
c Ind. Eff
NT non toxique
nd non détermine

Concernant les données de toxicité, ce tableau met en évidence :

l la plus grande sensibilité de l’essai cériodaphnie par rapport à l’essai ELS vis à vis de
ce type d’effluent, pour apprécier une toxicité sublétale à moyen terme. Une telle tendance à
une toxicité spécifique en fonction des différents types d’effluents a déjà été signalée r2~. Cette
remarque milite pour la mise en oeuvre d’une batterie d’essais, en particulier lorsque l’on
réalise pour la première fois une évaluation de la toxicité d’un effluent. Dans un second temps,
le choix de l’essai le plus sensible pourra alors être plus sûrement proposé.

l la différence importante entre les concentrations toxiques aiguës 24h et les
concentrations toxiques à moyen terme.
Les rapports des Cl 50 aiguëkhronique pour l’essai ceriodaphnie (le plus sensible) varient de
16 à 4 pour Mos2 et Mo& respectivement. Si l’on considère les mêmes rapports, mais calculés
à partir de la LOEC (qui provoque dans le cas des effluents étudiés toujours plus de 10%
d’effet sur le critère mesuré, voir tableau n”7), on observe des concentrations toxiques à moyen
terme, affectant les populations, jusqu’à 30 fois plus faibles que les concentrations induisant
des seules mortalités aiguës. Ce résultat met en évidence l’extrême importance de la mesure
de la toxicité chronique dans un objectif de protection du milieu récepteur. Cette remarque est
encore renforcée par le “comportement’ toxique de certains effluents. En effet, les rapports de
concentrations toxiques (aiguëkhronique) les plus élevés sont obtenus pour des effluents
présentant, justement, les toxicités aiguës faibles.

l la présence d’une toxicité chronique “résiduelle” à la sortie de station d’épuration
urbaine.

l enfin la comparaison, même prudente, des plus faibles concentrations toxiques de ces
effluents mesurées en laboratoire (LOEC reprod. ou survie ELS) et des concentrations
d’eff luents théoriques susceptibles d’être présentes dans le milieu récepteur, montre (tableau
no1 1) que ces valeurs sont dangereusement proches pour certains d’entre eux, d’un facteur
-10 en période normale, et quasiment égales en débits d’étiage de fréquence 115 an (effluents
2 et 5 en particulier), ou dans un rapport ~10 (Mosl et Mos4).

zu J.Garric,  J.F.FArard  et E.Vindimian. M&odes d’essai pour Mvaluation  de la toxicitb chronique des
rejets. Rapport Interagence. Hors @rie,  112~.
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Efflyent

Mosl
Mos2
Mos3
Mos4
Mos5

Tableau n

LOEC a

2.3
2.3

62.4
20.8
i9

Conc. milieua. Conc. milieua.
th6oriqw.  Pour un th6oriqua  . Pour
Q moyen sur 20 un Q etiage
ans mensuel de

I “1, I
v. I I ,

n 7”
“.,“,

11. RiSqLues  a’rmpact  toxique in situ des ettluents analyses.. . . . . . . mm- . s

0.60 1 4.00- _. - --

a Concentration en % d’effluent dans le milieu (V/V)

3.2 Evaluation de la présence d’inducteurs

Tous les effluents testés ont induit une réponse significative de l’activité enzymatique
EROD après 96h d’exposition (cf. tableau nos). Ce résultat permet de confirmer le choix de
cette durée d’expérimentation (durée des essais de toxicité létale), suffisante en exposition de
contact pour permettre la mise en évidence d’inductions significatives en laboratoire. Des
inductions après de courte durée d’exposition ont également été observées avec des poissons
traités à la P-Naphtoflavone,  pour lesquels une induction significative de l’activité EROD est
mesurée après 24h r211, ou avec des poissons directement exposés à différentes concentrations
d’effluents d’industries papetièresW Néanmoins les intensités et les profils de réponse sont
différents suivant les effluents considérés. En particulier, on n’observe pas de relation dose-
effet simple (ce qui ne permet pas d’établir de LOEC et NOEC) hormis pour les deux effluents
induisant les activités EROD les plus élevées, Mos5 et Mos4. Malgré pour ce dernier une
diminution de la réponse à 43.3% d’effluent, mais qui n’est pas significativement différente de
la mesure à 30%.

Pour ces effluents on constate des taux d’induction particulièrement élevés pour des
concentrations très faibles d’exposition, similaires aux inductions obtenues en laboratoire avec
des effluents d’industries de pâte à papier susceptibles de contenir des inducteurs puissants
Il39 221. Pour I’eff luent Mos5, une hypothèse à confirmer de l’origine de cette induction, pourrait
être en partie la présence dans le rejet de molécules colorantes, de structure proche de
substances telles que le 3,3’,4,4’  tétra chlore-azobenzènes (polychloro-azobenzène). Ces
substances qui contaminent des préparations commerciales d’herbicides dérivés de la 3,4
dichloroaniline ont été décrites comme inductrices des P450 IA du rat W

Dans les autres cas, les taux d’induction sont moins élevés et les profils très variables,
avec en particulier des diminutions de l’induction aux concentrations les plus élevées. De tels
phénomènes d’antagonismes et/ou d’inhibition de l’activité EROD par des métaux lourds, des
concentrations élevées d’inducteurs (tel le 3,3’,4,4’ TCB) ou des acides résiniques ont été
signalés par de nombreux auteurs ~4~2~ 261.

21P.J. Kloepper-Sams and J.J Stegeman. The temporal relationships between P450 protein content,
catalytic activity  and m ma levels in the teleost Fundulus  heterocliius following treatment with 8-Naphtoflavone.
Arch.  Biochem. Biophys., 288, p525838.1989.

zz E. Mather-Mihaich and RT. Di Giulio. Oxidant-mixed function oxidase and peroximal responses in
channel  catfish exposed to a bleached Kraft mill effluent. Arch.  Envir. Contam. Toxicol., 20, p 391-397. 1991.

23 Bunce N.J., Choong D.K.M., Landers J.P. and T.R. Zacharewski. Competitive binding of chbrinated
azobenzenes to the Ah receptor protein,  Environ. Toxicol. Chem., 8, ~2530.1989

24 L.C.Forlin,  C. Haux, L. Kartsson-Norrgren,  P.Run and A. Larsson. Biitransformation  enzyme activities
and histopathology in rainbow trout (Salmo gaimeri) treated with cadmium. Aquat.  Toxicol. 8, p 51-64.1986

25 E. Monosson and J.J. Stegeman. Cytochrome P450 E (P45OlA) induction and inhibition in winter
flounder by 3,3’,4,4’  tetrachbrobiphenyl: comparisonof responee  in fiih from Geirgee Bank and Narragansett  Bey.
Environ. Toxicol. Chem., 10, ~788774.1991.
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. . Ces mêmes variations d’activité EROD ont été déja observéesr1311  lors d’expositions de
truites arc-en ciel dans des conditions semblables à nos expérimentations, à des effluents
contenant des contaminants organiques et inorganiques. De tels mélanges peuvent expliquer
des phénomènes d’interactions complexes, variables aux concentrations étudiées. Les mêmes
auteurs suggèrent, à partir de leurs résultats que diverses espèces chimiques peuvent interagir
dans leur expression sur des réponses d’induction ou de dépression de phénomènes
biochimiques spécifiques telle l’induction d’activité monooxygénase EROD ou la synthése des
métallothionéines. Nos résultats soulignent également la nécessité de mettre en oeuvre des
recherches sur la compréhension de ces phénomènes d’interaction, si l’on souhaite disposer
d’un diagnostic sûr, concernant la présence de contaminants inducteurs biodisponibles dans
les rejets et les milieux récepteurs au moyen d’analyses biochimiques de ce type.

Quoi qu’il en soit il est possible de proposer un classement de ces effluents, mais sans
tenir compte des concentrations d’essai, dans la mesure où nous n’avons pas dans tous les
cas de relations simples entre concentration d’effluent et activité EROD mesurée. Pour ce faire,
nous considérons les taux d’induction observés pour la première concentration d’effluent testé
induisant une augmentation significative de l’activité EROD par rapport au témoin. Cette
valeur, bien que choisie de manière arbitraire, nous paraît cependant représentative du risque
associé à ces rejets, de dissémination dans le milieu de substances inductrices plus ou moins
puissantes ou en concentrations les plus élevées.

3.3 Relations EROD/toxicité

La comparaison des rapports concentrations toxiques aiguëskoncentrations  toxiques à
moyen terme et des concentrations significativement inductrices mesurées pour les mêmes
effluents montrent qu’il n’y a pas de corrélation entre ces deux informations. Ainsi sur les 5
effluents étudiés, Mosl et Mos2 qui se signalent par les ratios de toxicité les plus élevés ne
présentent pas, à concentrations d’exposition égales, des taux d’induction particulièrement
élevés; et inversement pour Mos4.

Un rapport élevé permet de suspecter la présence de substances pas ou peu toxiques en
exposition à court terme, mais susceptibles d’entraîner à des concentrations beaucoup plus
faibles, des effets à plus long terme dans le milieu, comme cela peut-être le cas avec des
xénobiotiques bioaccumulables, plus ou moins métabolisés tels que des substances
inductrices type PCBs et PAHs. Néanmoins, il apparaît que les mesures de toxicité à moyen
terme sensu stricto mises en oeuvres, reproduction, survie larvaire, ne suffisent pas pour
rendre compte de la présence de ces xénobiotiques inducteurs.

Enfin, il est intéressant de remarquer que ces profils toxiques différents, mais qui
soulignent également le fait qu’il ne semble pas exister de corrélation entre la toxicité létale ou
sublétale et la présence d’inducteurs, sont pourtant ceux de trois effluents issus d’industries,
que nous ne différencions ici (en l’absence de toute connaissance plus fine des process mis en
oeuvre) que par la présence ou non d’une épuration biologique. Le cas de Mos5 est plus
particulier, puisque sont associées simultanément une toxicité chronique élevée et une forte
activité inductrice. Ce résultat renforce l’hypothèse de la présence de substances ou de
complexes inducteurs tout à fait spécifiques, en relation avec les process industriels mis en
oeuvre, de nature différente de ceux présents dans les effluents d’industries papetiéres (Mosl
et Mos2) et de pâte à papier (Mos4) étudiés.

26 K.J. Lehtinen, A. Kierkegaard, E. Jakobsson,and A. Wandell.  Physiological effects  in fiih exposed to
effluents from mills with six different bleaching processes. Ecotoxic. Environ. Saf., 19, p33-48.
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En -conclusion, l’information sur l’impact de ces effluents vis à vis de I’écosystème
récepteur, apportée par ces différentes méthodes d’analyses biologiques ne sont pas
redondantes. Elles ne concernent pas nécessairement le même type de molécule, non plus
que le même type de risque toxique.

3.4 Propositions de classement écotoxique  des effluents

Nous disposons de plusieurs informations en terme de concentrations d’eff luents concernant:
l la toxicité proprement dite (en particulier toxicité sublétale ou à moyen terme),
l une réponse biologique “d’adaptation” à une contamination chimique (sans préjuger des

conséquences “toxiques à long terme” potentielles),
l le taux de dilution dans le milieu que l’on peut traduire en terme de risque d’exposition pour

le milieu à une concentration toxique donnée .
Ces données (tableau 12) permettent de classer les effluents entre eux (dans un ordre d’effet
décroissant) pour chacun des paramètres considérés. II ne s’agit bien entendu que d’un
classement relatif des effluents les uns par rapport aux autres, éventuellement utile dans une
optique de définition de priorité d’action.

MOS1 MOS2 Mos3 Mos4 Mos5
Tox aiguë 2 3 4.5 4.5 1

Tox Chronique 2.5 2.5 5 4 1
Induction 3 5 4 2 1

Exposition milieu 4 1 5 3 2
Tableau no 12. Classement des effluents.

Ces valeurs font ressortir sans ambiguïté deux extrêmes : d’une part I’effluent Mos3 (station
d’épuration urbaine) qui présentent un danger et un risque minima, et I’effluent Mos5 qui à
l’opposé se révèle le plus dangereux et fait courir un risque maximum au milieu.
Le jugement vis à vis des effluents Mos2, 3 et 4 dépendra de l’information prise en compte.
L’effluent MOS 4 se signale en particulier du fait de ses potentialités inductrices, tandis que les
effluents Mosl et Mos2 en particulier, du fait de son classement exposition, présentent des
risques certains d’effets toxiques in situ .

s’agit
Cette proposition doit néanmoins être considérée avec prudence, d’une part parce qu’il ne
que d’une image à l’instant t, des caractéristiques toxiques de ces effluents, et nous ne

savons rien de leur évolution au cours d’une période plus longue, d’autre part parce que la
notion de dilution et de facteur de risque, ne peut être manipulé que modulo la bioaccumulation
de substances rémanentes (non inductrices et non détectées) susceptibles d’être rejetées dans
le milieu.



Etude de la toxicit6 d’ellluents industriels et urbains dans le secteur amont  de la Moselle 19

3.5lnterprétation des résultats in situ

3 5 1 Variabilité soécifiaue de la réoonse de l’activité FROD. .

Même si la mesure de l’activité EROD apparaît comme une méthode intéressante pour la
biomonitoring à la fois des rejets et du milieu récepteur (détection d’exposition à des
substances rémanentes biodisponibles), et d’un usage de plus en plus répandu, de nombreur
facteurs biotiques et abiotiques (espèces, maturité sexuelle, âge, température)tlO#  nl son1
susceptibles d’entraîner de larges variations dans les résultats de tels suivis.

Dans cette étude en particulier, la réponse spécifique des poissons pêchés in situ permel
ou non de d i f fé renc ier  p lus ieurs  zones du milieu étudié (g raphe  n’l).
Le barbeau notamment présente des réponses très spécifiques, qui avaient déjà été
soulignées lors d’une étude précédente ~1 où cette espèce semblait montrer une sensibilité
particulière à la pollution, avec une inhibition de l’activité EROD sur la station la plus proche du
rejet polluant. Ici la réponse de cette espèce sur le profil étudié est également particulière,
dans la mesure où elle présente un taux d’induction maximal en aval des rejets Mos3 et 4
(station d’épuration et usine de pâte à papier), puis devient ensuite non significative,
inversement aux réponses des autres espèces, même en aval proche du rejet Mos5 (textile),
qui présentait au laboratoire des effets toxiques et inducteurs remarquables. L’hypothèse reste
à vérifier d’une possible inhibition de l’activité catalytique EROD ou de l’induction du Cyt
P4501A (phénomène d’hépatotoxicité) chez cette espèce, en présence justement de
concentrations élevées de xénobiotiques. De telles inhibitions aux fortes doses d’inducteurs
ont été mises en évidence par différents auteurs 1% 291.

Cet effet inhibiteur de I’effluent Mos5, vis à vis de la truite-arc-en ciel en 96h, n’a
cependant pas été mis en évidence en laboratoire, même aux concentrations d’exposition les
plus élevées.

Inversement, le chevaine et dans une moindre mesure le hotu montrent des taux
d’induction EROD toujours significativement élevés en aval des rejets étudiés. Le chevaine en
particulier permet de caractériser la situation de pollution de la station 403 en aval des rejets 1
et 2, sensiblement moins inducteurs que les rejets suivants. Cette espèce ubiquiste, assez
résistante à la pollution, apparaît ainsi comme un bon candidat “d’espèce sentinelle” dans la
mesure où, à l’inverse du barbeau, elle est susceptible de présenter des activités EROD
élevées en présence d’une large gamme de situations de pollution.

5 2 Analvse des relations causes-effets. .

Nous disposons d’un ensemble d’informations à différents niveaux :
l la qualité chimique du milieu, représentée en particulier par les concentrations du

sédiment en PCBs et HAPs et en métaux, les plus couramment dosés dans ces milieux,
l la potentialité toxique de quelques effluents majeurs rejetés dans le milieu,

n T. Andersson and L. Forlin.  Reguhtion of the cytochrome P4!30 enzyme system in fish. Aquat. Toxicd.,
24, ~1-20.1992

28 E. Vindimian, P.Namour, B.Migeon and J. Gar&.  In situ pollution induced cytochrome P450 activity of
freshwater fish : barbel (Barbus ~US), chub (Leuciscus ce@a/us)  and nase (Chondrostoma nasus). Aqua.
Toxicol., 21, p 255-266, 1991.

29 P. Lindsttim-Seppa,  A. Oikati and 0. Hanninen.  Pulp and paper mil1 effluents affect activities in caged
and fera1 fish in lake Saimaa. In Cytochrome P450 biochemistty  and biophysics. Ed.1. Shuster Taylor and Francis.
London. 1989
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l la réponse biologique du milieu récepteur, représentée par :
-l’induction de l’activité EROD mesurée in situ sur différentes espèces,
-une donnée de nature écologique, sur la structure des communautés

d’oligochètesm  en substrat sableux, l’indice IOBS = lOS.T-1 (S = nombre d’espèces
d’oligochètes dans un échantillon de sédiment, T = pourcentage du groupe dominant de
tubificidae avec ou sans soies capillaires).

Le tableau (
étudiées :

Stations

PCBs tot. Fg/kg MS.
HAPS tot. mg/kg  MS
létaux tot. mg/kgMS
Taux d’inductionc

Indice IOBS

t le g

Tableau no1  3. Qualitc
a : station EROD

st
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Graphique n”3.  Profil chimique et écotoxique des stations étudiées.

Ce graphique montre (cf résultats tableaux no10 et 13) qu’il n’y a pas de corrélation entre
les activités biologiques mesurées et les concentrations en PCBs et HAPs totaux mesurées
dans les sédiments étudiés.

Concernant l’induction EROD, ce fait pourrait être expliqué en partie par la non
biodisponibilité de ces contaminants dans les sédiment vis à vis des espèces de poissons
étudiés, même pour des espéces de comportement plutôt benthique comme le barbeau.



Etude de la tmicit6  deflluants  indwtriels et urbains dans le secteur amont de la Moselle 21

. II faut également noter que la contamination rémanente, mesurée dans les sédiments es
due éssentiellement à des PCBs di-ortho substitués (PCBsl80, 153, 138, 101)t30j nor
susceptibles d’être des substrats inducteurs du P450 1A (du fait de l’encombrement stérique
des chlores en position ortho qui empêche toute configuration coplanaire). Les concentrations
des congénères mono-ortho substitués dosés (PCB 118, 28) sont par ailleurs faibles,
inférieures à 0.10 ug/kg MS. De plus l’induction par ces congénères mono-ortho (PCB1 18,
PCB1 05) est rapportée comme contradictoire chez le poissonW

Par contre, dans le cas des HAPs, hormis le benzo (ghi) pérylène qui semble être non
inducteur chez la carpe, les autres composés dosés (dont le benzo a pyrène et le
fluoranthène) provoquent des inductions de l’activité EROD et de la protéine cyt P450 1A. chez
ce même poisson exposé en laboratoire à des sédiments contaminés par des concentrations
de l’ordre de quelques dizaines de microgrammes par kgW Ce qui indique que ces
contaminants du sédiment peuvent être biodisponibles et actifs pour cette espèce dans les
conditions d’expérimentation, alors que nous n’observons pas de réponses similaires sur les
espèces étudiées in situ.

II apparaît donc qu’une information de contamination chimique du compartiment sédiment,
en général considéré comme un système intégrateur des pollutions existantes, même pour des
contaminants spécifiques, ne peut être aisément interprétée en terme d’effet biologique
prévisible, en particulier pour la faune piscicole.

Sur ce site également, même les variations de l’indice de qualité “oligochète” qui identifie
3 zones distinctes :

l une zone station “Eloyes” de qualité acceptable
l une zone stations Dinozé, Chavelot, Bainville, fortement perturbée,
l une zone station Velle sur Moselle dite “de récupération”,
ne concordent pas avec la variation de la charge totale des sédiments en micropolluants

métalliques ou organiques (M. Lafont) m.

Par contre les variations de cet indice, de même que celles du taux d’induction de
l’activité EROD ne sont pas contradictoires avec la “qualité” des rejets toxiques étudiés. En
effet l’indice oligochète montre une chute drastique et permanente en aval des rejets étudiés,
et n’amorce une remontée que sur la station la plus éloignée.

Concernant l’activité EROD, celle-ci augmente fortement pour le chevaine, puis pour les
trois autres espèces en aval des rejets, avec une situation critique pour les trois espéces
étudiées, en particulier en aval du rejet de l’usine de pâte à papier Mos4, qui a présente en
laboratoire des effets inducteurs caractérisés. Pour les trois espèces, l’induction à la station
405, en aval du rejet de production textile Mos5 diminue, de manière significative ou non, selon
les espèces, pour remonter ensuite sur la station la plus éloignée. Ce résultat semble
contradictoire avec l’effet inducteur remarquable de cet effluent aux concentrations testées en
laboratoire, hormis si l’on admet la possibilité d’un effet inhibiteur à long terme de ce rejet sur le
système P450 des poissons étudiés, et en particulier sur le barbeau, en relation avec sa
toxicité élevée .

~Analyses de micropolluants sur des sediments dans le Bassin Rhin Meuse. M
d’Hydrologie.

; ai 1993. U.L.P Lab.

31fvl.E.J. van der Weiden. Relative potencies of pofychlorinated dibenzo-pdioxins,  dibenzofurans and
biphenyls, based on P450 1A induction in the mirror carp (Cyprinus carpio). In Cytochrome P4501A  induction in
carp as a biological indicator for the aquatic contamination of chtorfnated  pofyaromatics. Thesis 1993. Unfv Utrecht
NL.

32 M E.J.Van der Weiden,H.J.H.Tïbosch,  R., Bleuminck,T.L.,Sinnige, C. van de Guchte W.Seinen and M
Van der Berg. Cytochrome P450 1A induction in the common carp (Cyprir~us  ca@), following exposure  to
contaminated sediment with halogenated polyaromatics. Chemosphere, ~01.27, no7 1993.
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II faut de plus remarquer que l’on n’enregistre pas de “récupération” significative du milieu
sur la dernière station, pourtant située à 35kms environ du dernier rejet identifié et connu sur
cette portion de cours d’eau. La mesure de l’activité EROD, contrairement à ce que semble
indiquer l’indice oligochète, signale encore un effet significatif lié à la présence de
contaminants inducteurs biodisponibles pour le poisson.

5 3 Impact des effluents et état du milieu. .
/

1 La situation de terrain étudiée est complexe, dans la mesure où, même si les sources
toxiques sont définies dans l’espace, il s’agit d’une situation “multi-sources’ pour laquelle les
effets spécifiques d’un effluent par rapport à l’autre ne peuvent être identifiés avec les mesures
mises en oeuvre in situ. En effet, d’une part les populations, poissons ou invertébrés, sont
soumises au fil du cours d’eau à un effet cumulé dans le temps des différents rejets, d’autre
part la mobilité des populations de poisson peut être source de confusion.

En première analyse, les caractéristiques des effluents Mosl et Mos2 sont cohérentes
avec les impacts observés in situ, sur les plus proches stations aval (Archettes et Dinozé) :
induction caractérisée sur une seule espèce, et chute importante de l’indice oligochète, en
relation avec un impact toxique significatif dans le milieu.

De même l’effet inducteur de Mos4 peut être relier avec la situation d’induction
significative sur les trois espèces de poisson étudiées, mesurée à Chavelot.

Enfin Mos5, effluent particulièrement inducteur et toxique pourrait expliquer la situation de
dégradation permanente constatée jusqu’à plus de 30kms du rejet.

IV Conclusions

La sensibilité des analyses biologiques effectuées a permis de discriminer les 5 effluents
étudiés selon leur toxicité et leur potentialité inductrice. La connaissance plus précise des
caractéristiques de ces effluents (chimie, nature des process, type d’épuration) serait
nécessaire pour avancer plus loin dans les causes possibles de ces effets toxiques très
différents.

La comparaison des concentrations toxiques et des rapports de débits effluents/milieu
récepteur met en évidence l’existence d’une pression toxique réelle sur ce milieu. Ceci est du
reste confirmé par les mesures biologiques in situ qui mettent en évidence un impact
biologique mesurable, tant au niveau des individus que des populations.

Enfin d’une manière plus générale, cette étude met en évidence et/ou rappelle plusieurs
éléments importants à prendre en considération lors d’une analyse de I’écotoxicité d’effluents
et de l’évaluation de l’état du milieu récepteur :

l l’inexistence de corrélation entre la toxicité létale court terme, la toxicité sublétale à
moyen terme et la potentialité d’induction de I’activite enzymatique de détoxification EROD des
rejets complexes,

l la sensibilité trés différente des espèces vis à vis de la toxicité des rejets mesurée en
laboratoire, avec une sensibilité particulièrement marquée du microcrustacé cériodaphnie,
d’autant plus intéressant qu’une relation positive a été démontré entre les résultats des essais
de toxicité chronique sur cette espèce et la structure des communautés benthiquestaOaj.

l la variabilité de l’induction de l’activité enzymatique EROD en particulier en fonction de
l’espèce étudiée,

=K.W.  Eagleaon,  D.L. Lenat, L.W. Ausley and F.W. Winbome. Comparison of measured instream
biological responses with responses using the Ceriodaphnia dubia chronic toxicity test. Environ. Toxicol. Chem. 9,
p1019-1028.  1990.

3K.L.Dickson,  W.T. Waller, J.H. Kennedy and L.P. Ammann.  Assessing the relationship between ambient
toxicity and instream biological response. Environ. Toxicol. Chem.11 ,p1307-1322.  1992.
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,. l l’importance certaine mais encore inexpliquée des effets conjoints des différents
xénobiotiques présents dans les rejets et in situ, sur la réponse des systèmes biochimiques et
en particulier de l’activité EROD.

Elle souligne également la nature différente des informations obtenues, leur
hiérarchisation et leur complémentarité en fonction de l‘objectif à atteindre :

l les données physico-chimiques sur les sédiments du milieu, seulement indicatrices
d’une charge globale en contaminants rémanents en vue d’une “cartographie physico-
chimique du milieu”, restent insuffisantes pour suivre et/ou prévoir l’évolution de la qualité
biologique d’un milieu. Elles ne permettent pas non plus une identification des sources.

l les données concernant I’écotoxicité des effluents, en particulier les données de toxicité
sublétale, qui si elles ne modifient pas nécessairement le classement “toxique” des effluents
entre eux, sont indispensables pour l’établissement de normes de rejet effectivement
“protectrices” pour le milieu récepteur.

l les données sur les effets biologiques mesurés in situ qui sont bien entendu
fondamentales pour apprécier la toxicité “en vraie grandeur ” sur le milieu récepteur.

Néanmoins, avec ces outils, la signification et l’utilisation des informations obtenues est
différente :

- les indicateurs biochimiques spécifiques de certains polluants, telle I’EROD, utilisés à la
fois pour caractériser des sources toxiques en laboratoire et des situations in situ, permettent
de proposer des premières relations de cause à effet et de tracer dans le milieu la
biodisponibilité de ces xénobiotiques, qui n’induisent pas nécessairement d’effet “toxique”
caractérisable par les moyens actuellement.disponibles  in situ.

- les indicateurs biologiques, tel l’indice oligochète nous donnent une information sur la
qualité écologique générale du milieu. Mais avec ceux-ci, compte tenu de leur nature par
essence très intégratrice des caractéristiques biotiques et abiotiques du milieu, il n’est pas aisé
de déterminer des relations de causes à effet. Aller plus avant dans l’explicatif à partir de ces
seules informations nécessiterait en particulier une connaissance exhaustive de ces
caractéristiques dans le milieu étudié, où la mise en place d’une démarche expérimentale au
laboratoire.

Quoiqu’il en soit cette étude montre que l’on dispose actuellement, en particulier pour un
milieu de qualité passable, tel celui étudié ici, d’une panoplie d’outils biologiques suffisamment
sensibles pour permettre dés à présent la caractérisation des sources polluantes potentielles
et la confirmation de leur toxicité in situ.

Néanmoins, il reste de nombreuses questions méthodologiques à résoudre pour
permettre une interprétation certaine des résultats obtenus, en vue de l’établissement d’une
part d’un diagnostic pertinent de la qualité d’un milieu, et d’autre part des relations causes -
effet, en particulier avec les outils biochimiques.

Ceux-ci, s’ils sont sensibles et spécifiques de certains toxiques, sont également plus
difficilement interprétables en situation complexe, du fait des nombreuses interactions dues
aux paramètres biotiques (variabilité individuelle) et abiotiques (caractéristiques des milieux
et/ou des mélanges) susceptibles de masquer ou de modifier d’éventuelles relations dose-
réponse.

De même, une meilleure connaissance des réponses des communautes  d’invertébrés
benthiques, basée sur l’étude systématique de relation doses-effet, vis à vis des polluants
majeurs des milieux étudiés, s’avére indispensable pour permettre de valoriser les informations
que ces bioindicateurs peuvent apporter quant à la’ caractérisation des causes de perturbations
in situ.
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. . Protocoles et Analyses

1. Protocole de l’essai sur Cériodaphnie.

2. Protocole de l’essai embryo-larvaire sur poisson zèbre.

3. Protocole de l’essai d’induction d’enzyme de détoxification sur truite.

24
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i 1 1. Protocole de l’essai sur Cériodaphnia dubia

1 Principe de l’essai:

Cet essai consiste à mesurer la toxicite  chronique d’une substance soluble ou d’un eaux vis a vis d’un
microcrustace cladocere Ceriodaphnia  du& dans des conditions d’essai semi-statiques  (renouvellement
périodique du milieu) et durant 7 jours.

2 Organismes d’essai et conditions d’élevage

Les organismes utilises pour la realisation  de l’essai sont issus de meres agees de plus de 7 jours,
conservées dans des conditions d’élevage identiques à celles de l’essai.

L’essai est initié avec des Cériodaphnies agees  de moins de 18 heures. Celles-ci donneront leur Premiere
portee  environ 72 heures après leur naissance. Trois portees  sont habituellement produites par les Cériiaphnies
du lot témoin au cours d’un essai de 7 jours.

. .onc&tons  d’élevage

L’élevage est réalisé a 2!YCbl°C)  dans une eau reconstituée EMD (20% eau minérale, 80% eau
ultrapure)qui  servira egalement d’eau de dilution durant l’essai)

La nourriiure employee consiste en un melange de levure de boulanger, de deux souches d’algues cultivées
au laboratoire, et d’une suspension de nourriiure poisson. Elle est préparée de la manière suivante:

l Levure: une suspension de 5,O g/l est préparée a partir de levure lyophilisée. Pour cela, 200 mg de levure
sont agites par bullage (air filtre 0,22p)  dans 40 ml d’eau ultra-pure (Milli-Q). Apres une heure de bullage, la
suspension est filtree sur un tamis à maille de 30 à 40 p..La solution ainsi préparée doit être utilisee le jour
même, voir le lendemain si elle a éte conservee au refrigérateur (4OC).

l Algues: Selenasrrum  capricornutum et Chlorella  w/garis sont Cultiv&es  en milieu synthetique stérile LC

Les cultures axéniques de ces deux souches d’algues se font dans les conditions suivantes:
en récipients fermes (ou “batch”),  avec un bullage continu (air filtre 022 p) et sous 6clairage  continu

(intensite lumineuse d’au moins 2000 I~X).
Les algues servant de nourriture proviennent d’une culture en phase exponentielle de croissance et sont

mises à décanter durant 12 heures au refrigérateur avant d’être remises en suspension par agitation dans le milieu
d’essai ou d’elevage.

l Suspension de 5g/l de nourriture pour poisson (TROUVIT 000) est aer&e pendant 72h. Apres decantation  2h,
le surnageant est utilise.

La quantité de nourriture apportee a I’elevage  (identique à celle utilisee  durant les essais) se fait dans les
proportions suivantes:

-2,50  ml de suspension de levure / litre de milieu
-250 ml de suspension nourriture poisson / litre de milieu

-606 cellules de Selerrasfwrr  capricornufurn / 1. de milieu

-120.1 O6 cellules de Chlore/& vu/gatis  / 1. de milieu
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Rernargue:  les denombrements de cellules algales se font à l’aide d’une cellule de Malassez

3 Plan exphimental

Le nombre de lots (1 lot=10 C&iiphnies) a mettre en oeuvre pour realiser un essai varie selon k
substance à tester; pour un toxique, il faut prévoir un lot témoin et au moins 5 concentrations du produit. Celles-c
sont choisies à l’issu d’un essai préliminaire selon une progression geom&rique.

I .3 7 néroulernent de 1 essa

l Le Calendrier  les renouvellements de milieu avec apport de nourriture et de toxique se repartissent de 1s
manière suivante :

l Pr@aration  de la nourritun,  (pur chacun des lots)
dans des fioles de 50 ml sont ajoutes successivement :

-1.25 ml de suspension de levure
-1.25 ml de suspension de nourriture poisson
-30 106 cellules de Selenastrum caprkornutum

-60 1 O%ellules de Chlorela vu/garis
-Les fioles sont ensuite completées à 50 ml avec l’eau de dilution puis

convenablement agitees.

l Ptipamtion des concentrations:
Dans une fiole de 500 ml sont successivement ajoutes :
-les 3!4 du volume d’eau necessaire à la dilution,
-les 50 ml de melange nutritif,
-le volume necessaire d’effluent,
-ajustement à 5OOml et agitation.
Apres avoir et& reparti egalement dans les dix récipients, ce melange est porte a 25°C

l Mise en place : les jeunes Ceriodaphnies (agees  de moins de 18 heures) sont
distribuees à raison d’un animal par recipient,  à l’aide de pipettes Pasteur à bout
rode en essayant de reduire au minimum la manipulation des C&iodaphnies  et
en transferant le plus petit volume possible de milieu. Les recipients sont alors
bouches et places dans l’armoire thermostat&

Pour obtenir des jeunes C&iodaphnies  (agees  de moins de 18 heures), il suffii d’isoler un nombre
suffisant de meres  (portant des embryons dans la poche incubatrice) le jeudi soir. On obtient alors le
lendemain des jeunes pouvant servir à l’essai.

l Suivi de /‘essai : les jours où le calendrter prevoit un renouvellement, on procède a la pr@aration des milieux
comme au premier jour. Ces milieux sont repartis dans de recipients  propres. Les recipients  d’essais sont
sortis de l’armoire, et à l’aide d’une pipette Pasteur, chaque individu est transfere dans un nouveau recipient
contenant la même dilution de toxique. Celui-ci sera alors bouche et place dans l’armoire thermostat& Le
contenu des anciens recipients est filtre par aspiration et le filtre (1OOp) est observe sous loupe binoculaire
afin de compter les jeunes C&iodaphnies.
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Fin & /‘essai : le jour n07, les nkipients-essais  sont sortis de l’armoire et les Wiodaphnies  adultes sont
transferees dans d’autres recipients à l’aide d’une pipette Pasteur. Le contenu des recipients  d’essais est filtre
comme decrii plus haut.

Si, aprés  avoir comptabilisé les dernières naissances, les conditions de validite de l’essai ne sont pas
remplies, il est possible de prolonger l’essai durant 24 heures pour valider eventuellement l’essai.

Enfin, le 7eme (ou le 8éme jour de l’essai), les Cériodaphnies adultes sont transférees  sur des lamelles
individuelles. Apres ajout d’une goutte de fixateur, la taille de chaque Ceriodaphnie est mesurée entre le front
(au niveau de l’oeil) et la base de I’epine caudale apr&s observation sur un lecteur de microfiche.

Les nkipients utilises sont en polystyrene cristal d’une capacite de 100 ml. Si pour un compose ou un eaux
teste, il y a risque d’adsorption,  les rrkipients peuvent être conditionnes en recevant, 24 heures avant, une
concentration de toxique equivalente à celle de l’essai.

l

l

l

l

l

l

l

l

. . . . I .3.4 Conmsico-chrmtgug+s de I em

qualit de l’eau de dilution, l’eau de dilution est la même que celle utilisee  pour l’élevage, a savoir le milieu
EMD. Les caracteristiques de cette eau sont les suivantes :

pH=8.0 f 0.2
dureté=80-100 mg CaC03/l

photopkiode : 18 heures de lumière, 6 heures d’obscurite,  (note UD=l8/6)

intensit6 d’klairage  : entre 300 et 500 lux

temp&ature : 25°C i 1 OC

oxygbne dissous : tout au long de l’essai, le taux d’oxygène dissous doit rester superieur  à 60% de
saturation.

. .3.5 Mesures &kgtgues effectuees

le nombre de meres  vivantes subissant l’essai est enregistre a chaque changement de milieu.
le nombre de jeunes nés ainsi que le nombre d’oeufs non-&Aos  sont enregistres tous les jours.
le dernier jour de l’essai, la taille de chaque mère est mesuree.

Les techniques utilisees pour faire les deux dernières mesures sont decrites  dans le paragraphe 3.2).

4 Conditions de validit8 de l’essai

l

Pour que l’essai soit considere comme valide les conditions suivantes doivent être remplies:
le nombre de morts dans le lot temoin  ne pas excéder 20%

l au moins 60% des meres  temoins doivent avoir produit un minimum de 3 portes
l le nombre de jeunes produits par mere vivante dans les temoins doit être A= 15 en fin d’essai.
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s, i 2. Protocole de l’essai embryo-larvaire sur poisson zèbre

1 Principe de l’essai

L’essai embryo-larvaire ou E.L.S.(Early Life Stage) consiste à mesurer la toxicite d’une substance soluble
ou d’un effluent dans les conditions de l’essai, vis a vis des stades embryo-larvaires de Bmchydnio mrio (ou
poisson zebre).  A cet effet on recherchera les Eventuels  effets inhibiteurs de ces substances ou effluents sur
I’eclosion,  la survie et le developpement larvaire.

Pour notre etude,  cet essai sera rM.se dans des conditions semi-statiques  (renouvellement p&iodique  du
milieu) et durant 11 jours.

2 Organismes d’essai et conditions dUlevage:

. . . .3 1 Qraanismesur  l’essa

Les essais sont réalises à partir d’embryons de poisson zébre (Brachydanb  rerfo) de moins de 4h (stade
blastula). Les oeufs doivent provenir d’un lot de poisson qui a éte maintenu au moins deux semaines au
laboratoire dans une eau de qualite piscicole reconnue, d’une durete  calcique de lOOk20 mg de CaC03, à
26°Ck10C  et d’un pH compris entre 7,5 et 8,2.  Le milieu de stabulation doit être aéré de maniere  continue et les
conditions d’eclairement doivent être semblables a celles de l’essai (UD=14/10).

.
on- d’elevw

Environ 80 geniteurs (rapport mâle/femelle - 2) sont stockes dans des aquariums de 80 litres d’eau de
caractéristiques suivantes :

- dureté: lOO+/-20 mg de CaC03.
- temperature: 26°C +/- 1 OC.
- pH compris entre 7,5 et 8,5.
- debit de renouvellement d’eau environ 24 l/h, aération du bac permanente.
- conditions d’éclairement: UD=14/10

Le soir préc&fant  le demarrage de l’essai, des bacs de ponte (bacs en verre recouverts d’un grillage de
plastique sombre) sont placés au fond des aquariums. Le lendemain, environ 2h30 ap&s l’allumage de la lumiere,
les bacs de ponte sont recuperés  delicatement et les oeufs sont repartis dans les recipients  d’essais a l’aide d’une
pipette.

2.4 Nourriturertéa;

Les poissons adultes sont nourris 4 fois par jour avec une preparation  du commerce (flocons SERA). Trois
fois par semaine, ils reçoivent des nauplies d’artemia.

Durant les essais, les larves sont nourries (a partir du 5nme jour) avec une autre preparation  du commerce
qui est distribuee à l’aide d’une microspatule à raison d’environ 70 mgljJ30 larves. Comme la population d’alevins
diminue dans certains lots,  il est necessaire  d’adapter les quantites  de nourriture distribuees  afin d’eviter une
surcharge organique pouvant perturber l’essai.

3. Plan expkimental

Le nombre de lots (1 lot=30 larves) à mettre en oeuvre pour realiser  un essai varie selon la substance à
tester; pour un toxique, il faut prevoir un bt temoin et au moins 5 concentrations du produit. Celles-ci sont choiiies
à l’issu d’un essai preliminaire selon  une progression g~metrique.
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I .ent de I essaf

Mise en place : disposer d’au moins 3 récipients par concentration. Preaprer  au moins 5OOml de chaque
solution d’effluent dilué à la concentration voulue (a 26’C) et les repartir dans chaque &ipient à raison de
160 ml de solution d’essai (ou d’eau de dilution pour les temoins), puisrt$partir 50 oeufs de Bmchydwk rerio
(Ages  de moins de 4 h.) à l’aide d’une pipette. Les récipients-essais sont alors dii de façon aleatoire
dans une armoire thermostatee (26OC +/- 1 OC).

Suivi de /‘essai : après 24h., noter le nombre d’oeufs blancs (oeufs non fkondes), les Eliminer et ramener le
nombre d’embryon à 30 par récipient. Tous les jours, les milieux sont renouveks  (95% maximum) par
siphonnage. Noter une fois par jour: les eclosions,  les mortalités, les larves anormales (eliminer les larves
mortes aprés comptage). Alimenter les larves comme décrit au paragraphe 2.4)

Fin de /‘essai: le 1 leme jour, le milieu est additionne de MS-222 afin d’immobiliser les alevins qui seront
ensuite mesure.

. .
3.3 RêclDW

Les nkipients utilises sont en verre d’une capacite de300 ml. Si pour une substance ou un effluent teste il y
a risque d’adsorption,  les récipients peuvent être conditionnes en recevant, 24 heures avant, une concentration de
toxique équivalente a celle de l’essai.

. . . . .54 Condrtlonssico-chlvs de ksaL

l qualit de l’eau de dilution :
durete  = 250 i 25 mg de CaC03
pH compris entre 7,5 et 8,5
conductivite = 600 +/- 50 US à 20°C

l photopériode: L/D=14/10

l temperature: 26°C f 1 “C

l oxyg&ne dissous : supérieur ou égal à 90% de saturation

A chaque renouvellement de milieu, un certain nombre de mesures sont effectuées,

l Masures physicochimiques : tous les jours, avant renouvellement du milieu, la temperature,  le taux
d’oxygene dissous des milieux d’essai sont mesures et doivent rester conformes aux conditions definies  plus
haut. Le pH, la conductivite et eventuellement la concentrations en ion ammonium, sont mesures, au moins
dans un récipient du lot temoin et dans un recipient des concentrations de toxique maximale et minimale
testees.

l Mesures biologiques : chaque jour sont notes le nombre d’oeufs tklos ou morts, le nombre de
larves mortes ou anormales.

En fin d’essai la taille des alevins est mesu& (20 mesures par recipient).

4. Conditions de validitd de l’essai:

Pour que l’essai soit considere comme valide les conditions suivantes doivent Atre remplies pour les lots
témoins:
. taux de mortalite des oeufs à 24h < 30%
. taux d’éclosion > 95%
. durée du developpement embryonnaire, delai dWosion, à 26°C comprise entre 3 et 5 jours
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‘., , 3. Protocole de l’essai induction d’enzyme de détoxification sur truite:

1. Principe de l’essai

Cet essai consiste à mesurer l’incidence d’une substance soluble ou d’un effluent, dans les conditions de
l’essai, sur la phase 1 du metabolisme de détoxification de poissons. Cet effet est apprecie  par la mesure de
I’activite enzymatique de detoxification cytochrome P-450 dependante  Ethoxy-Resorufine-0-De&hylase  ou
EROD, des hépatocytes de truitelles arc-en-ciel (Onchotynchus mykks).

2. Organismes d’essai et conditions dUlevage

. . I .7 1 Fspèce  utWe wur 1 ew

Les poissons utilises sont des truitelles arc-en -ciel (Onchaynchus  mykiss),  provenant de pisciculture. La
taille moyenne est de 6 cm, avec un poids moyen de 2,5 g.

. .
3 7 Conmnce des QQ&QQ~

Les poissons destines a l’essai sont maintenus au moins deux semaines au laboratoire dans une eau de
qualité piscicole reconnue, d’une durete calcique d’environ 265 mg de CaC03, a 16°C kl”C, avec un pH compris
entre 7,0 et 8,2. Le milieu de stabulation est aéré de manière continue et les conditions d’éclairement sont
semblables a celles de l’essai (UD=l4/10).

En cas d’apparition de mycose cutanée, les truitelles subissent deux bains de Vert de Malachite
(dose=2,5ml/lOOl  de milieu) espaces de 2 jours. L’essai ne peut avoir lieu que quinze jours apres  le dernier bain.

23. NourrlaDDortéer

Les truitelles sont nourries à l’aide d’un aliment du commerce, standard pour salmonides  à raison de 2% de
leur poids par jour et distribue en 3 rations.

3 Essai avec contamination par contact:

3.1 Principe

Les truitelles sont contaminees par voie transcutanee et surtout branchiale, durant 96 heures d’exposition à
diffërentes concentrations d’une substance ou différentes dilution d’un effluent.

Selon la norme AFNOR (NFT 90-305) concernant ce type d’essai avec renouvellement quotidien du milieu,
on utilise un volume de 10 1. pour 5 truitelles de 6 cm (2,5 g).

Nous utilisons des récipients d’essai thermostat6s de 20 litres (tapisses de polyethylene) dans lesquels sont
maintenues 10 truitelles.

Le dispositif expérimental comprend 6 aquariums, un bt témoin “négatif” (eau pure), un temoin  ‘positii
(injecte à la B-Naphtoflavone 50mg/kg)  et 4 lots contaminés (concentrations croissantes de toxiques).

3.2 Deroulement de l’essai

l Mise en place : Avant le debut de l’essai les truitelles sont acclimatees aux conditions du laboratoire pendant 2
semaines au moins.

l Apres la mise en place des diierentes  dilutions d’essai, l’oxygene dissous  est contrW  (au moins > 5m@),
l’aération est mise en place, puis les poissons sont disposes dans chaque aquarium.

l Les poissons “temoins positifs” reçoivent une injection intra p&itonéale  de 50 pl de B-Naphtoflavone puis
sont mis en aquarium .
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. Suivi de l’essai : chaque jour les mortalites  eventuelles sont comptabilisees (les poissons morts sont elimines),
et& milieux sont renouveles par siphonnage. Les eventuelles modifications du comportement ou de I’aspeci
des truitelles sont également notées : nage, mobilite,  position, prise de nourrtture,  couleur.

. Fin de l’essai : au terme des 96 h de l’essai, les truitelles sont sacrifiees,  le foie est preleve,  lave,
homogeneise et congele indiviiuellement dans l’azote liquide puis conserves é une temperature minimale de -
70°C. Quelques fragments de branchies peuvent être conserves dans du formol (10%) pour analyse
histologique eventuelle.

3.3 Pr6paration des solutions injecteeS _

l Solution de B-Naphtoflavone : Une solution de 5ml de B-Naphtoflavone dans de I’huile d’arachide (du
commerce) est preparee afin de disposer d’une dose individuelle de 5OmgIkg dans 50 pl d’huile. La solution de
B-Naphtoflavone ainsi pr@a& est agitee pendant 2 à 4 heures puis portée à 60°C, au bain-marie avant
injection. Cette substance est connue pour sa forte activité inductrice des monooxygenases cytochrome P-450
dependantes

3.4 Conditions physico-chimiques de l’essai

l qualite de l’eau de dilution : il s’agit d’une eau de qualite piscicole : eau de forage (durete = 407) additionnee
d’eau de forage osmosee jusqu’à obtenir une dureté de 265 mg/l  de CaC03.

l pH compris entre 7,0 et 8,2
l temperature : 16°C f 1 OC
. oxygène dissous : supérieur ou egal  a 70% de saturation
l photoperiode: L/U=1 4/10

3.5 Mesures effectubs

Le deuxieme jour de l’essai, un certain nombre de mesures sont effectuées :

l Mesures physico-chimiques : la temperature, le taux d’oxygéne dissous des milieux d’essai sont mesures et
doivent rester conformes aux conditions définies plus haut. Le pH est mesuré dans l’aquarium temoin et dans
les aquariums correspondants aux concentrations maximales et minimales.

. Mesures biologiques : chaque jour noter les mortalites et toute modification du comporte-ment, de l’aspect des
truitelles : nage, mobilite,  position, prise de nourriture, couleur. En fin d’essai avant sacrifice,  la taille et le
poids de chaque truitelle sont mesures, puis le prélevement des organes est effectue (noter la couleur du foie,
le volume et la couleur de la vesicule biliaire).

3.6 Condttron  de valrdlfie
. . .

Le taux de mortalite dans le lot témoin doit être inférieur a 10%.


