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METHODES D'ETÜDE DE L'ECOTOXICITE  :
APPLICATION  A L'EVALUATION  DE L'IMPACT  POTENTIEL  DES EAÜX

RESIDUAIRES D'INCENDIE  SUR LES ECOSYSTEMES AQUATIQUES

Eric  THYBAUD  - Veronique PETIT
INERIS

L'ecotoxicite d'une substance chimique, d'un effluent industriel ou de tout rejet ä
l'environnement peut etre evaluee ä l'aide de diverses techniques regroupees
schematiquement en deux categories, les etudes de laboratoire d'une part et les etudes en
milieu naturel d'autre part (Figure l).
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Figure l : Prmcipales methodologies employees en ecotoxicologie aquatique.

Joumee de l'AFITE "Risques technologiques et pollution de l'environnement, quels
outils pour les prevoir et les maTtriser", dans le cadre de Pollutec, Lyon,
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I . LES ETUDES DE LABORATOIRE

Les moyens d'etude de l'effet potentiel d'une substance chimique ou d'un effluent vis-ä-vis
des organismes vivants, developpes au niveau du laboratoire sont tres divers puisqu'ils vont
des essais de toxicite monospecifiques (bioessais)jusqu'ä l'emploi de microcosmes.

1.1. Les bioessais

De nombreuses especes tant animales que vegetales, de nombreux criteres d'effets (mortalite,
inhibition de croissance, immobilisation, ...) ont ete etudies par la communaute scientifique.
Ces travaux ont conduit ä la definition de divers bioessais de laboratoire dont un certain
nombre sont maintenant normalises.
L'objectif d'un bioessai est de determiner, dans des conditions experimentales precises, la
concentration de toxique ou la duree d'exposition necessaire pour entrainer un effet
determine. Ils ont donc pour but la detection et l'evaluation de l'ecotoxicite potentielle d'une
substance chimique ou de tout autre echantillon vis-ä-vis des organismes vivants.

Les essais normalises tant au niveau national qu'international (AFNOR, ISO, UE, OCDE)
presentent en commun un certain nombre de caracteristiques : leur reconnaissance par la
communaute scientifique, leur capacite ä predire les effets d'une grande variete de substances
sur des organismes differents, leur reproductibilite interlaboratoire, leur sensibilite et enfin
leur facilite de realisation et leur coüt modere.

Leur realisme « ecologique » est quant ä lui beaucoup plus discute, ces bioessais etant realises
dans des conditions d'environnement conventionnelles (temperature constante, photoperiode
contrölee, milieu artificiel, ...) souvent fort eloignees des conditions environnementales
naturelles.

Compte tenu de la grande diversite des especes animales et vegetales dans les ecosystemes
aquatiques et terrestres, les essais d'ecotoxicite ont ete developpes vis-ä-vis d'organismes
representant differents niveaux trophiques : producteurs primaires (assurant leur
developpement ä partir du gaz carbonique, de l'eau et des sels mineraux et utilisant la lumiere
comme source d'energie), consommateurs primaires (herbivores), secondaires (camivores) et
decomposeurs (utilisant la matiere organique morte dont ils assurent une mineralisation
progressive) (Tableau l).



Tableau l : Tests d'ecotoxicite appliques aux substances chimiques

Niveaux
trophiques

Producteurs
primaires

Consommateurs
primaires

Consommateurs
secondaires

Decomposeurs

Organismes

Algues

Plantes
terrestres

Daphnies

Vers de terre

Poissons

Flore de
boues activees

Pseudomonas
putida

OCDE

201
Juin 1984

208
Avril  1998

202
Avril  1984

207
Avril  1984

203
Juillet
1992

ISO

ISO 8692
Dec.1990

ISO 112
69/1

ISO 63 41
1983

ISO
11268/1

ISO 7346/1
7342/2
7346/3
1984

ISO 8192
1986

ISO - DIS
10712-2

1995

CEE

C3
JO L 383 A
Dec. 1993

C2
SOL 383A

87/302
Mai 1988

CI
JO L 383 A
Dec.1993

87/302/CEE
Mai 1988

AFNOR

NF ISO 8692
Dec.1990

X31201
Oct. 1982
X 31 202
Sept. 1986
X 31 203
Mai 1994
T 90 301

Janv. 1983
X31251
Mai 1994

T 90 303
T 90 305
T 90 307
Juin 1995
T 90 340

Sept. 1986

CEN

NF EN 28692
Mai 1993

Producteurs primaires

Des essais d'ecotoxicite vis-ä-vis des producteurs primaires ont ete developpes ä la fois en
milieu aquatique et en milieu terrestre.

En milieu aquatique, celui-ci consiste ä determiner la concentration inhibant de 50% la
croissance d'une population d'algues vertes unicellulaires de l'espece Raphidocelis
subcapitata ou de l'espece Scenedesmus subcapitatus.

En milieu terrestre, deux aspects ont ete developpes. Le premier consiste ä etudier l'inhibition
de la germination de semence et ä determiner la concentration inhibant 50% de la germination
dans une population de graines mise en experimentation.
La seconde approche conceme l'etude de l'inhibition de la croissance des parties aeriennes et
l'inhibition de la croissance des parties racinaires de graines prealablement germees.



Consommateurs primaires

En ce qui conceme les consommateurs primaires, deux essais d'ecotoxicite en milieu
aquatique fönt l'objet d'un consensus international. Un essai de toxicite aigue oü est evaluee
l'inhibition de la mobilite de Daphnia magna et un essai de toxicite chronique oü l'Inhibition
de la reproduction de ce meme organisme est etudiee.

La Daphnia magna est un microcrustace ayant la particularite de se reproduire, dans des
conditions environnementales satisfaisantes, par parthenogenese, c'est ä dire par reproduction
asexuee. Ceci presente le double avantage de supprimer d'une part une eventuelle difference
de sensibilite liee au sexe et d'autre part de pouvoir disposer d'organismes genetiquement
identiques puisque tous issus d'une meme daphnie mere.
L'essai d'inhibition de mobilite consiste ä determiner la concentration qui en 48 heures inhibe
la mobilite de 50% d'une population de Daphnia magna mise en experimentation.
L'essai d'inhibition de la reproduction consiste ä placer des daphnies meres dans diverses
concentrations de la substance ä experimenter et ä determiner, apres 21 jours, la plus forte
concentration n'entrainant pas d'effet sur la reproduction statistiquement significatif par
rapport au temoin (NOEC).
En milieu terrestre, deux essais de toxicite vis-ä-vis du ver de terre Eisenia fetida ont ete
developpes.
Le premier consiste ä determiner la concentration entramant la mort de 50% des animaux mis
en experimentation, le second permet de definir la plus forte concentration n'ayant pas d'effet
sur la production de jeunes par des vers de terre adultes places dans un substrat contenant la
substance d'essai ä experimenter.

Consommateurs secondaires

Le danger potentiel des substances chimiques ou des effluents vis-ä-vis des consommateurs
secondaires est etudie par l'intermediaire d'un essai de toxicite aigue vis-ä-vis des poissons.
Parmi les diverses especes recommandees, deux sont couramment utilisees, le poisson zebre
Brachydanio rerio et la truitelle, Oncorhynchus mykiss. Divers protocoles experimentaux ont
ete developpes en fonction des caracteristiques de l'echantillon ä experimenter : essai statique
(absence de renouvellement du milieu), essai semi-statique (renouvellement periodique du
milieu d'essai), essai en continu (renouvellement permanent du milieu d'essai). Dans tous les
cas, l'essai consiste ä determiner la concentration qui en 96 heures entrainera la mort de 50%
d'une population de poissons. Un essai de toxicite prolongee vis-ä-vis des poissons peut
egalement etre realise. Le principe de celui-ci est identique au precedent, la seule difference
etant la duree de l'experimentation qui est portee ä 14 jours.



Des poissons sont egalement utilises pour etudier la bioconcentration potentielle des
substances chimiques en milieu aquatique. Celle-ci correspond ä l'accumulation de ces
substances dans des organismes vivants ä partir de l'eau.

Le potentiel de bioconcentration de produits chimiques dans les organismes aquatiques est
classiquement caracterise par le facteur de bioconcentration ä l'etat d'equilibre. Celui-ci
correspond au rapport entre la concentration dans les organismes et la concentration dans
l'eau.

L'etude de la concentration des substances chimiques par les poissons peut etre realisee selon
les protocoles des lignes directrices de l'OCDE pour les essais des produits chimiques.
A l'heure actuelle, 5 protocoles differents sont disponibles. Ils correspondent aux lignes
directrices 305A, 305B, 305C, 305D et 305E.

Ces differents protocoles different:

- par la duree de la phase de contamination, de quelques heures ä 8 semaines,
- par l'etude ou non de l'epuration,
- par le protocole de contamination mis en oeuvre, statique, semi-statique,

continu.

Le choix du protocole utilise est fonction des proprietes physico-chimiques et de la
persistance de la substance d'essai dans le milieu.

Decomposeurs

Le danger potentiel des substances chimiques ou des effluents vis-ä-vis des decomposeurs est
evalue ä l'aide de deux essais. Le premier conceme l'inhibition de la consommation
d'oxygene des boues activees tandis que le second permet d'evaluer l'inhibition de croissance
d'une souche pure de Pseudomonas putida.
L'essai d'inhibition de la consommation d'oxygene consiste ä determiner la concentration qui
inhibe 50% de la consommation d'oxygene de la flore microbienne d'une boue activee. Cette
derniere correspondant ä un amas biologique (floc) forme, au cours du traitement d'une eau
residuaire, par la croissance de bacteries et d'autres microorganismes en presence d'oxygene
dissous.
L'essai utilisant Pseudomonas putida consiste ä evaluer la concentration inhibant de 50% la
croissance d'une population monospecifique de cette bacterie.

Un cas particulier des bioessais de laboratoire est represente par les tests plurispecifiques dont
les chames trophiques experimentales. Ces modeies d'etude sont plus significatifs que les



essais monospecifiques et permettent, outre l'etude des effets toxiques directs, la mise en
evidence et la quantification des phenomenes de toxicite indirecte et/ou de bioamplification.

1.2. Les microcosmes

Les microecosy stemes ou microcosmes ont pour but de reproduire, ä l'echelle du laboratoire,
un ecosysteme naturel simplifie possedant un nombre reduit d'especes caracteristiques des
principaux niveaux trophiques. La complexite et la taille de ces dispositifs peuvent aller de la
simple boite de Petri ou du becherjusqu'ä la riviere de laboratoire (Figure 2).

alimeniaion AQUARIUM A CHICANES

Figure 2 ; Systeme d'aquariums vu de profil.

Ils peuvent etre purement aquatiques, ou terrestres, ou mixtes (aquatique et terrestre).
A l'heure actuelle, il n'existe pas de microcosmes « Standard » normalise.
Les dispositifs les plus utilises sont des systemes dynamiques, les modeies statiques (sans
renouvellement en continu de l'eau) ayant en general une courte duree de vie et n'etant donc
representatifs que pour des etudes ä court terme.
Ces systemes permettent d'etudier les processus de degradation des substances chimiques
dans l'environnement, leur devenir ou leurs effets ecotoxicologiques.
Ceux-ci sont estimes de facon plus realiste que lors des tests de toxicite car les microcosmes
permettent de tenir compte des alterations possibles du potentiel toxique d'une substance, en
particulier des phenomenes d'adsorption ou de biodegradation.

II.  LES ETUDES IN SITU

Les possibilites d'etude de l'ecotoxicite des substances chimiques ou des effluents vis-ä-vis de
la faune et de la flore in situ sont variees et reposent sur l'utilisation de mesocosmes,
d'enceintes artificielles ou d'ecosystemes reels.



11.1. Les mesocosmes

Odum (1984) fut le premier ä utiliser le terme mesocosme. II le proposa pour definir les
etudes qui se situaient, au niveau de la taille, entre les etudes de laboratoire (microcosmes) et
celles de terrain (macrocosmes).

Les mesocosmes sont definis comme des ecosystemes artificiels places dans des conditions
environnementales naturelles.
En 1991, la SETAC (Society of Environmental Toxicology and Chemistry) a defini les
mesocosmes comme des installations dont le volume, dans le cas d'un Systeme lentique, est
superieur ä 15 m , ou la longueur, dans le cas d'un Systeme lotique, superieure ä 15 m.

L'utilisation de systemes experimentaux de type mesocosmes, peut permettre de mettre en
place des scenarios beaucoup plus realistes du point de vue ecologique que les systemes de
laboratoire, tout en permettant de mieux connaitre, voire de minimiser, les variations de
nombreux parametres, ce qui facilite l'Interpretation de l'eventuelle reponse de certains
d'entre eux suite ä l'introduction de polluants. Ces systemes peuvent permettre d'evaluer
l'impact des perturbations causees par les echantillons testes ä la fois sur des parametres
structuraux et sur des parametres fonctionnels des ecosystemes.

11.2. Les enceintes artißcielles

L'utilisation d'enceintes delimitant une portion d'un milieu naturel reel a pour objectif
d'accroitre la representativite des systemes d'etude.
Selon les cas, ces enceintes artificielles isolent une ou deux phases de l'ecosysteme, la
colonne d'eau seule dans le cas des sacs pelagiques ou la colonne d'eau et le Sediment sous-
jacent dans le cas des enceintes benthiques ou luminocorals.

Les enceintes pelagiques sont constituees d'un sac surmonte d'un dispositif flottant. Ces
installations courantes en milieu marin ont essentiellement ete utilisees pour etudier la
dynamique des peuplements planctoniques et les perturbations induites par divers polluants.
Les enceintes benthiques quant ä elles sont generalement constituees par une paroi rigide
enfoncee dans le Sediment. Ce type d'enceinte permet d'etudier les processus survenant ä
l'interface eau/sediments.

Le choix de la taille de ces dispositifs depend de la densite des populations encloses et de la
taille des organismes etudies. Les petites enceintes (diametre de quelques dizaines de
centimetres) sont utilisees pour les etudes portant sur les microorganismes et le



phytoplancton. Celles de taille moyenne (2 ä 3 metres) conviemient pour les etudes sur le
zooplancton et les organismes benthiques dont la densite est faible. Enfin les grandes
enceintes sont utilisees pour les poissons et les organismes benthiques de grande taille.

Le coüt eleve et les difficultes techniques d'installation limitent beaucoup l'utilisation de ce
procede.

11.3. Les experimentations en milieu naturel

Ce sont sans doute les experimentations pour lesquelles la representativite ecologique serait
maximale.
Les milieux utilises pour de telles experimentations sont tres variees, depuis la simple märe
jusqu'ä l'utilisation de lac en passant par des rizieres ou des milieux lotiques plus ou moins
importants.
Mais, d'un point de vue ethique, l'utilisation de telles experimentations ne doit pas etre
encouragee. En effet, meme si les informations ainsi obtenues ont une grande valeur
scientifique, l'introduction volontaire d'un produit chimique toxique, persistant ou non, dans
l'environnement est un non sens ecologique.

III.  COMPARAISON DES DIFFERENTES TECHNIQUES

Les principaux avantages et inconvenients des differentes methodes d'etudes decrites
precedemment sont presentees dans le tableau 2.



Tableau 2 : Principaux avantages et inconvenients des techniques utilisees
en ecotoxicologie

Technique Avantages Inconvenients
Tests de
toxicite

• Faible coüt
• Standardisables
• Reponses quantifiables
• Simples ä utiliser
• Indispensables pour le screening
• Repetabilite

Difficultes pour extrapoler les reponses au
niveau de l'ecosysteme
Probleme du choix de l'espece test
Simplification excessive des conditions
enviromiementales

Microcosmes • Possibilites de suivre et de modeliser le
devenir, la biodegradation et la
bioaccumulation des toxiques
Prise en compte des composantes abiotiques
(sediments par exemple)

• En cours de standardisation __

Reproductibilite limitee
Peu utilisables pour les etudes ä long
terme

Realisme important
Etüde simultanee du devenir des substances
et de leurs effets ecotoxicologiques
Possibilites de validation pour predire les
effets dans les ecosystemes naturels
Contröle du niveau de contamination
Simplification des communautes
Validation des modeies predictifs
Possibilites d'etudes ä long terme
Mise en evidence des processus ecologiques
En cours de standardisation

Coüt
Peu reproductible
Absence de contröle de certains
parametres
Parfois trop grande complexite pour
interpreter les resultats
Taille limitee

Enceintes
artificielles

Communautes reelles
Possibilites d'etudes ä long terme
Possibilites de validation de modeies
Etüde des processus des dans les
ecosystemes
Etudes simultanees du devenir des substances
et de leurs effets ecotoxicologiques

• Coüt
• Meconnaissance des « antecedents »
ecotoxicologiques
Maintenance
Pas standardisable

• Effet de bord (« wall effect»)
Echelle reduite
Peu ou pas reproductible
Echanges avec le milieu exterieur
possibles

Milieu
naturel

• Representativite
• « Verite »

Probleme ethique
Resultats parfois difficilement
transposables ä d'autres milieux
Meconnaissance des «antecedents»
ecotoxicologiques
Aucun contröle possible

Du fait de l'extreme Simplification des conditions experimentales (en particulier
environnementales) liee aux bioessais de laboratoire, la transposition des resultats ainsi



obtenus peut parfois conduire ä un exces d'optimisme ou ä l'inverse de pessimisme quant ä
Pimpact d'ime substance ou d'un effluent sur le milieu naturel (Figure 3).
Ainsi par exemple, des phenomenes de synergie entre substances rejetees et substances
presentes dans le milieu, ou des phenomenes de biotransformation ou de transformation
abiotique peuvent conduire ä des concentrations efficaces reelles plus faibles que les
concentrations seuils entrainant des effets biologiques au laboratoire (faux negatif A). A
l'inverse, une reduction de la toxicite peut etre observee en milieu naturel ä la suite de
phenomene d'adsorption sur les Sediments par exemple (faux positifB).

Les microcosmes et les mesocosmes possedent, quant ä eux, une representativite par rapport
au milieu naturel nettement superieure car ils integrent toutes les composantes du milieu
qu'elles soient biotiques ou abiotiques, tout en permettant un contröle des conditions de
contamination et une connaissance des antecedents ecotoxicologiques des milieux d'etude.



Concentration

Concentration seuil
entramant des effets

biologiques

A

Augmentation de la toxicite par effets
synergiques de l'environnement Concentration

efficace reelle

TESTS EN LABORATOIRE  MILIEU  NATUREL

B
Concentration

TESTS EN LABORATOIRE

Concentration seuil entramant
des effets biologiques

MILIEU  NATUREL

Reduction de la toxicite par des effets
antagonistes de l'environnement

Concentration
efficace reelle

Figure 3 : Situations hypothetiques de « faux negatif » (A) et de « faux positif » (B) pouvant
survenir lors de l'evaluation des risques potentiels d'une substance par des tests de laboratoire
(d'apres Kimerle, 1979 in Caims, 1984).



IV.  EXEMPLE  D'APPLICATION  SUR DES EAUX D'EXTINCTION  D'INCENDIE

Afin d'evaluer l'impact potentiel des eaux d'extinction d'un incendie de stockage de produits
phytosanitaires la methodologie suivante a ete retenue :

Stockage

Feu puis extinction

Eauxresiduaires

Tests monospecifiques Essais en microcosmes

Les essais monospecifiques suivants ont ete realises :

- Inhibition de la mobilite de Daphnia inagna.
- Mortalite poisson, Brachydanio rerio (Danio) et Onchorynchus mykiss (truitelle).
- Inhibition de croissance des algues, Raphidocelis subcapitata.
- Inhibition de croissance Lemna minor (lentille d'eau).
- Inhibition de Remission lumineuse de Vibrio ßsheri (Microtox).

Les essais en microcosmes ont ete realises en utilisant des dispositifs experimentaux
constitues de deux aquariums places en serie et alimentes en continu par de l'eau de reseau
(3 l/h) (Figure 2). Les aquariums amont contiennent du sediment, des macrophytes et des
macroinvertebres, tandis que les aquariums aval ne contiennent que des poissons.

Divers parametres biologiques ont ensuite ete etudies sur une periode de 3 mois environ :

- Mortalite et croissance des truitelles, des gasteropodes (Lymnea palustris) et des crustaces
(Gammarus pulex).

- Emergence de larves d'insecte (Chironomus riparius).



- Croissance des vegetaux (Elodea sp, Lemna minor et Mousse de Java).
- Croissance du periphyton.

Les differents resultats sont presentes dans les tableaux 3, 4 et 5.

Tableau 3 : Resultats des essais monospecifiques. Les resultats sont exprünes
en mg d'eaux residuaires /1 de milieu d'essai

% effet

10%

50%

100%

Algue
CI72h

0,1

3,2

20

Daphnie
CE24h

4,7

12,5

74

Truite s
CL96h

0,13

0.56

8

Danio
CL96h

0,1

0,30

1

Lentüles
CI72h

1,2.10"12

1,6.10-4

100

Microtox
CI  15min

80

62,2

1250

Les microcosmes ont ete ensuite contamines ä deux concentrations differentes, 0,3 mg/l et
l mg/l. La contamination s'est deroulee sur un temps court (l heure).

Tableau 4 : Resultats des essais sur  microcosmes (animaux)
l : effet significatifpar rapport au temoin

0 : absence d'effet significatifpar rapport au temoin

0,3 mg/l

l mg/l

Truites

Mortalite

0

0

Croissance

Poids

l

l

Longueur

0

0

Lymnes

Mortalite

0

l

Croissance
enlongueur

0

l

Chironomes

Emergence

l

l



Tableau 5 : Resultats des essais sur  microcosmes (vegetaux)
l : effet significatifpar rapport au temoin

0 : absence d'effet significatifpar rapport au temoin

0,3 mg/l

l mg/l

Periphyton

Biomasse

0

l

Production

0

0

Elodee
(Inhibition )

0

l

Lentilles d'eau
(Stimulation)

l

0

Mousse de Java
(inhibition )

0

0

Dans le cas present, il apparatt que les essais monospecifiques de laboratoire conduisent, au
moins pour les lentilles d'eau et les truitelles, ä des concentrations seuils entratnant un effet
biologique plus faible que les concentrations efficaces observees lors des essais en
microcosme.
Les tests monospecifiques, du fait de leur rapidite et de leur faible coüt sont des modeies
irrempla9ables pour evaluer en premiere approche l'ecotoxicite d'une substance chimique ou
d'un effluent. En revanche, la caracterisation fine de l'ecotoxicite reelle de ces produits
necessite la realisation d'etudes plus longues dans des conditions experimentales plus proches
de la realite et prenant en compte des criteres d'effets plus sensibles tel que la croissance ou la
reproduction.

En conclusion, il apparatt bien que les differentes methodes d'etude de l'ecotoxicite
foumissent des informations tres differentes, de valeurs ecologiques variables, ces differentes
approches sont donc plus complementaires que concurrentes.


