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1. Introduction

Les composeé toxiques présent dars les sok ou les déchetspeuven affecte les différentes espece
présents dars les sols

En toute rigueur, compe teru de la differene de sensibilie ente les différentes espece voir dars
certairs cas les différents genotype d'ure méne especeil serai nécessa# en vue de caracterise
I'écotoxicie d'un sd ou d'un déché de teste latoxicité de celui-a vis-a-vis de différentes especs
présents dars les écosystengeterrestres Ce schéna idéd mas économiquemennon viable peu
étre simplifié en ayan recous a ure battere de bioessa réalis& avec differentes espece
représentativiedes divers milieux, niveaw trophiques et groupe taxonomiques

Sd ou déche
Testsaquatiquessur extrait Ted terrestres sur sd ou déche lui-méme
Testde Tessde Tes$ de toxicité Tessde Testde Tessde
génotoxicié | toxicitéaigug chroniqie génotoxicié | toxicité aigué toxicité
‘ chroniqle

Figure 10 : Différentes approche possiblas pou I'évaluation de I'écotoxicié des sok et des déches au
laboratoire

Dars ce expog ne serom abordé gue les essas terrestrs réalisés su le sd ou le déche lui-méme ;
les essas d'écotoxicié aquatique su extrat faisart I'objet d'ure autre présentation

L'interé& majeu des bioessa su le décheé ou le sd lui-méne résice dars la prise en compe de la
biodisponibilie des substance contaminante présents dars les échantillors vis-a-vis des
organisme vivants e dars celle des interactiors entie substance chimiques que celles-¢
correspondetna des synergis ou des antagonismes

En revanche cete approcle se heure a un certan nombe de difficultés techniqus telles que la
nécessi de |'utilisation d'ure matrice de dilution dort la natue peu influer su la répong des
bioessas ou I'étuck de divers types d'échantillos tels que cew contenahdes substancevolatiles
ou richesen argile ou en graviers
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2. Les bioessas d’écotoxicité terrestre

L'évaluatian de I'écotoxicieé des sok e des déches fait appé a I'utilisation de divers bioessas dort
certairs font I'objet d'ure normalisation au niveau nationad ou international D'autres en revanche,
sort en cours de développemenet en sort pou le momen utilisés gue pa un nombe limité de
laboratoires

2. 1 Les bioessas normalisés

Parm ceux-cj certairs correspondena des essas de toxicité aigué cout terme d'aute en revancle
peuven étre considers comne des bioessa d’écotoxicité chronique

En ce qu concere les producteus primaires, maillors indispensablke des écosysténgterrestres,
dew grands approchs ort fait I’objgt d'ure standardisatian

La premiée consisé a étudie l'inhibition de la germinatim des semence e a détermine la
concentratia inhibart la germination de 50% des graines mises en expérimentationDars ce but,
des graines de diverss especs végétals sort introduites dars un substra contenan différentes
proportiors de l'échantillan a étudier Apres un temps correspondana la duré normak de
germinatio de I'espee considére ( de la norme AFNOR NF X 31-201.

Tablear 7), le nombe de graines ayari réellemen germées pou chacue des concentratios
étudiées es note e la concentratia inhibitrice 5% eg déterminée Ce protocok fait I'objet de la
norme AFNOR NF X 31-201. '

Tableau 7 : Liste des especs préconiség pou |'étuce de l'inhibition de la germinatin & déla
de germinatimm (AFNOR X 31-201)

Avoine 7
Carote 15
Concombe 7
Cresso alénos 6a7
Laitue 7
Lentille 7
Mals 7
Orge 7
Radis 7
Ray gras 14
Tomae 18a21

La secon@ approcle concernan quart a elle correspod a des bioessa d'inhibition de la
croissane des végétau et peuven dort étre considéré comne des essas de toxicité chronique
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Deuwx protocole font actuellemenl'objet d'ure standardisatioau niveau international

Le premig (ISO 11269-1) e un essa d'inhibition de la croissane des parties racinaires Il consisé
a détermine la plus forte concentratia n'entrainahpas d'effe statistiguemeinsignificatif su la
croissane du systene racinaire de dew végétan (No Observe Effed ConcentrationNOEC, ou
Concentratio Sars Effet Observe CSEQ)

Pou cd essaj des graines prégermées d'orge (Hordeumvulgare) sort introduites dars un substra
contenant différentes proportiors de I'échantillan a étudier Apres un temys variabk en fonction de
I'espée considérég les plantules sort extraites du substr& contamie & la longueu de la racire
principak es mesuréelLa NOEC (ou CSEQ eg ensuie déterminée Cd essai du fait du recous a
des graines prégermés exclu I'étuck des effets potentie$ des contaminarg su les premies stads
de développemetndes végétaux

Le secom bioessa (ISO 11269-2) en revancle integre la phag de germinatim dars I'essa
d'inhibition de la croissanceCelui-a correspod a une méthoe de déterminatio de la plus forte
concentratio sars effet obseré su I'émergene & la production de biomase des parties aérienne
de dew especs végétalesl'une correspondana une monocotylédongel'autre a une dicotylédore
(Tableau 5). Pou ce essai 20 graines sort introduites dars un substra contenah différentes
proportiors de I'échantillan a tester Apres avor évalle I'émergene dars chaqe pot, seules 5
plantules sort conservég et les effets su la biomass sort mesurg aprés 14 a 21 jours aprées que
50% des sems témoirs aiert émergeé

Tableau 8.  Liste des especs préconiség pou l'étuce de I'émergene & de la croissane des
végétan supérieus (ISO 11269-2)

Seigke Secalecérealel.
lvraie vivace Lolium perenne L.
Riz Oryzasativa L.
Avoine (commure ou d'hiver) Avenasatival.

Blé tende Triticum aestivum L.
Orge (de printems ou d'hiver HordeumvulgarelL.

Sorglo commun (ou shattercane, ou gros mil, | Sorghumbicolor (L.) Moernch
blanc ou millet, grog

Mais dow Zea Mays L.

Moutarce blancle Sinapis alba L.

Colza (ou colza d'été ou colza d'hiven Brassica napus(L.) ssp Napus
Rads sauvag Raphanusativus L.

Nave sauvag Brassicarapa ssp (DC.) Metzy
Chau chinos Brassicacampestris L. var. chinensis
Fenugre pate d’oie Trifolium ornithopodioides L.

Laitue Lactucasatival.

Cressao de jardin Lepidium sativum L.

Tomae Lycopersicon esculentum Miller Hon
Harica Phaseolus aureus Roxh
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L'étude de I'écotoxicié des matrices solides vis-a-vis des organisme animawx fait actuellemen
I'objet de dew protocoles normalisés

Dars les dew cas, |'organisne ted ed I’annélide oligochéte FEisenia fetida.

Le premieg essajrelatif a un protocok d'étuc de la toxicité aigué cout terme consiseé a détermine
la concentratia entrainah la mort aprés 14 jours d'expositim de 50% des vers mis en
expérimentatio (ISO 11268-1).

Pou ce faire, des vers adultes agé de 2 mois minimum et présentanun clitellum bien visible sort
introduits dars un substra contenah différentes proportiors de I'échantillon a tester Apres 14
jours les pourcentage de mortalit"induits pou chacue des concentratios expérimentég sort
déterminé permettahde calcule la CL50%.

Le secom protocok quan a lui correspod a une essa de toxicité chronique Il s'agt dars celui-d
de détermine la plus forte concentratio n'ayan pas d'effe su la reproduction de jeure vers
adultes placé pendaih un mois dars le substra contenah diverse proportiors de I’échantillons a
teste (1ISO 11268-2).

Dars ce cas les effets sur lareproductio sort appréhendgpa l'intermédiaie du nombe dejeunes
produits

L'essa consisé dong aprés une phag de contaminatio de 1 mois a extraie les vers adultes du
milieu d'essa & a laisseé se développe les cocors produis pa ceux-¢ pendah un mois
supplémenta@ dars le milieu d'essai

Les dernies essas normalisé concernenhquart a ew I'étude des microorganisme du sol

Dewx bioessa permetteh d'étudie les impact de la contaminatio des sok su la biomass
microbienre de ceux-ci

Dars le premie (ISO 14240-1) la biomass eg estim& pa l'intermédiaie de la respiratia induite
Pou ce faire, le substra d'essaes amen@ pa une sére de concentratioa croissants de gluco®
jusqua atteinde ure vites® de respiratim maximale |l s'agt de la vites® de respiratim maximae
initiale. La biomase microbien® active peu éte ensuie estim@ a partr de cete respiratim
maximak initiale.

Dars le second (ISO 14240-2) la biomass microbiene eg estim@ a partr du carbore organigwe
libérée pa fumigation du sol En effet, pa fumigation les cellules microbienne intactes sort lysées
et la matiee organige microbienre libérée La matiée organiqe non vivante du sd n'ed pas
sérieusemdnaffecté pa uretelle fumigation Les échantillors de sd sort fumigés au chlorofornme
pendam 24 heures Le carbore organiqe extrat pa le sulfake de potassim eg déterminé dars des
échantillors fumigés et non fumigés et I'augmentatia du carbore organige extrat eg utilisée
pou détermine le-carbone de labiomass microbienne

Enfin, le dernig essanormali® correspod al'étuce de lI'influence de la contaminatio des sok sur
le processsa de nitrification et de minéralisatio de I'azoe dars les sok (1ISO 14238)
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2.2 Les essas en cours de normalisation ou de développement

De tres nombreuse méthods permettah d'évalue I'écotoxicie des matrices solides sort
actuellemenen cours de développemetou de normalisation

Ne seromn présentgici que les essas ayar fait I'objet de campager d'essas interlaboratoire ou en
développemetindars le cade des programms de rechercle développé sois I'égide de ’ADEME.

En ce qui concerm les organisme animaux dew essas sort en phag finale de normalisatio au
niveau international.

Le premier, en développemena I'ISO, concere un protocok d'étuck de l'inhibition de la
reproductim d'un insecte le collembok parthénogénétique, Folsomia Candida.

L'effet sur lareproductio e appréhendpa l'intermediaie du nombede jeunes produis apreésun
mois d'exposition

L'essa consiseé dorc a introduire de jeunes collemboles dars un milieu d'essa contenah
différentes proportiors de I'échantilln ateste et adétermine la plus forte concentratia n'ayarn
pas d'effe significatf su le nombe de jeunes produis pa rappot au témon (ISO DIS 11267).

Le secoml essa quart a lui concerm I'étudce de l'inhibition de la reproductio des Enchytraedes
(Annelides oligochetes) Ca essa dort le principe es tres procte de celu relatf a l'essa
d'inhibition de la reproductio d’ Eiseniafetida mass dort la duree totake eg de six semains a fait
recemmen |'objet d'un essa interlaboratoie organi€ pa I'union européenne

Ces dew essais d'inhibition de la reproduction, l'un su insects de la litiere, l'autre su
enchytraedaes correspondena des protocoles d'étuc de la toxicité chronigie pou ces dew
especes

Au niveau nationa) un protocok d'étuce de la toxicité Iétale de matrices solides vis-a-vis d'ure
larve souterraie d'insece afait I'objet d'un essainterlaboratoire

Les arthropods souterrainstart pa leur position dars la chaire trophigwe que pa I'importan® de
la biomass qu'ils représententintervienneh pou ure pat importane dars les phénomene
biologiques dars les sols Les larves de Scarabidae ont en particulie un réle fondamenthk de
consommatauprimaire et serven de proie a de nombrex prédatews tart vertebrd qu'invertébrés
Il a dorc ée jugé particulieremen intéressande pouvor dispog d'un protocok d'étuce de la
toxicité vis-a-vis de ce type d'organismes .
Du fait de sa large répartition geographige et de' sa tolérane élevéee a différentes natures de
substra c'es la larve d’Oxythyrea funestaqui a é# choise comme organisne test

L'essa ayarn fait I'objet de I'essa circulaire organisé pa I'"AFNOR et faisan maintenah I'objet

d'ure propositio a I''SO consisé a détermine la concentratia letale 50% des larves iiOxyihyrea
funesta.

Pou ce faire, les larves sort introduites pendah 10 jours dars un substra contenan différentes
proportiors de I'échantillay atester
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Enfin chez Ics animaux un essad’inhibition de la croissane des escarga (Helix aspersa aspersa
et Hélix aspersanaxima) eg en phag finale de mise au point

Au cours de cd essaj les organisme sort mis en présene des contaminarg pa I'intermédiaie de
la nourriture

En ce qui concerm les végétaux un bioted permettah de mette en évidene des situatiors de
phytoxicité subléta¢ ou aigle chez des végétan modeéls eg en cours de développement

Cd essa consisk dars un premie temps a mesure des parameétre morphologique (biomass des
parties aérienns e racinaire surface foliaire des feuilles primaires L'expressia de biomarquews
du métabolisne cellulaire (enzyne malique, gluco® 6 - phosphat deshydrogénaseglutamae
deshydrogénaseésocitrat deshydrogénaset peroxydaseses étudié dars un second temps

L'acquisition des parametre morphologiquse & des biomarqueus du métabolisne permé ensuie
de classe I'écotoxici€ des substrat en clas de toxicité.

Enfin le dernie¢ protocok en cous de développemen concere I'étude de l'impad des
contaminarg su le matérigé génétiqe des plantes

Cd essai dévelopg su cellules méristématique de racire e de pousse d'orge (Hordeumvulgare)
permd d'évalue la présene dars le sd , ou le déchet de contaminarg biodisponible présentan
une actian clastoger (altération de la structue des chromosomeésou anaploidogene (altération du
nombe de chromosomes)

Celle-a eg évalue pa lintermédiaie du taux d'induction de micronoyawx correspondana des
fragmens de chromosomg ou chromosoms enties présers dars le cytoplasne cellulaire
Ce protocok afait I'objet d'ure propositian de normalisatiom al’ISO au couss des mois précédents

3. La matrice de dilution

Laréalisation des bioessa su des échantillons solides nécessitedés lors qu'ure relation effet/dose
ed recherché en vue de la déterminatia d'ure concentratin efficace 5% ou d'ure NOEC,
['utilisation d'urematrice dedilution.

Diverses alternative peuvemn étre envisagéesCertains d'ente elles ort fait I'objet pa le pasg
d'ure normalisatio lors du développemerdes tess biologiques

La premiee catégore de matrice de dilution envisageald correspod a I'utilisation de substra
inerte ne réagissangue faiblemen ave les divers constituand de I'échantillan soums a essai

Deux types de substraort aing pu étre utilisés :

* Un substrat artificiel inerte constitué de silice amorphe (gel de silice en poudre
impalpable)etde billes deverrede 1,5a 2 cmdediametre.

Cete matrice appel@ « Artisol » correspod au substra d'essa de la norme francaie
X 31-250 d'octobe 1984 relative a la déterminatio de la toxicité d'une substane
chimique vis-a-vis des lombriciens.
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Un substratinerte detypesable.

Celui-d eg en particulig préconig¢ dars la norme francaie X 31-22A d'octobe 198
relative a l'essa d'inhibition de germinatio des semencgpa ure substance

Dars ce cas, le sabk utilisé correspod a du sabk de Fontainebleau, ayar une
granulométrie compri®e ente 05 et 0,8 mm, lavé aw acides et rincé’'a I'eau

La secone catégore de matrice de dilution utilisable correspod a l'inverse a des substras
artificiels ou nature$ pouvar interagr avec les constituarg de I'échantillan teste

Un substratartificielappelé« substratartificiel 1ISO ».

Ce substra eg constite d'un mélang de :

¢ Sphaige finemert moule exempé de tous

résidis de plane visible.
(Tourke de sphaigme blonde broyée a2 mm).

¢ Argile kaolinique contenah plus de 3% de

kaolinite

Sabe de quartz industri¢ (sabk fin dominan
dont plus de 50% des grairs présenten ure
granulométe de 0,bmm a 02mm) pa
exempeé sabk de Fontaineblea

Carbonag¢ de calcium (CaCO;) pulvéri de
qualitt analytigle reconne en quantie
suffisane pou amene le pH du substra
humidifié a 60 + 0,5 Le substra doit étre
humidifié avee de I'eau déionis@ ou distillee
jusqua 40 a 60% de la capacié de rétentin en

eau .
\

- Teneu en argile (particules inférieures a2 um) 15 a20%
- Teneuren carbore organige 25 a 3,5%

- pH comprsente 6 e 7

- Rappot carbore / azoe comprs ente 6 & 10

- Capacié d'echang cationigte en millimole pou 100 g de sd comprs entre 7 e 10
- Carbona de calcium = traces

Celui-a doit s nom au fait qu'il correspod au substré d'essapréconig pa ’'ISO pou
la réalisation des essas de 1étalité ou d'inhibition de la reproduction des vers de terre
(1SO 11268-1 et 2) et d'inhibition de lareproductiom des collemboles (ISO DIS 11267).

10%

20%

7%

Un sol naturel td que préconisé dars la norme AFNOR X 31-202 de septembz 19%
relative a l'inhibition de la croissane des végétauxpa ure substanceet ayart les
caractéristigue suivants :
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Les principales propriété de ces différentes matrices de dilution en terme de comportemenet de
mode de préparatio sort présentégdars le

Tableau 9 : Principales propriétés des différentes matrices de dilution utilisables pou les
bioessas d'écotoxicié

Standardisatio ) R ++ -
Représentativé pa rappot au i +H+) et
sd naturé

Reproductibilié 4+ ++ ,

Intergctim ave les constituarg i it g
de I'échantillon

Information su la qualitt du i at .

substra

L'utilisation de l'un ou l'autre de ces substrad comne matrie de dilution dars les bioessa
d'écotoxicié du fait des caractéristigug propres a chacun de ceux-¢ peu dorc conduie a des
évaluatiors différentes de I’écotoxicité d'un méne échantillon

De plus certaine matrices de dilution peuven influer directemeh su le développemeandes
organisms test

Dars le cas des végétam pa exemple, I'utilisation de sabé comme substra condut a une carene
nutritive se traduisah pa une réduction de la biomass végétad produite avec apparition éventuelé
de phénomeéng phytotoxiqus (Tablear 10).

Tableal 10 : Influence de la natue du substra su la croissane de la laitue (Lactucasativa)

Sabk 2,52

Substra artificiel « 1SO » 5,13

L'introduction d'ure solution nutritive dars I'eau de réhydratatio du substré peud annule cete
carene nutritive et pa la méne sm impad su la croissane végétae (Tablea 11).



Tableau 11 : Influence de I'addition de solutian nutritive dars I'eau de réhydratatio su la
croissane de la laitue dars le sabé -

" (sabb-hse) o 2,52 | -
25% 5,43 + 11%%
50% 5,8 + 130%
100% 7,53 + 198%

L'addition de 25% de solution nutritive (milieu de Hoagland) dars I'eau de réhydratatio du
substra permé dorc ure croissane comparale des pousse de laitue a celle observé dars le
substra artificiel ISO. Mais ces substance nutritives peuvel interagr ave les contaminarg
présents

Des matrices de type substra artificiel ou sd nature] sot des matrices plus complexs vont influer
su la biodisponibili# des contaminarg présers dars les échantillons

Ainsi pa exemple lors d'un essad'évaluatio de I'inhibition de luminescene de Vibrio fishel en
pha® solide la toxicité de I'échantillan de sd contamim pa du cadmium du chrome du plomb et
du zinc eg fortemer diminué lorsqle le sd eg « dilué » avee de la tourke pa rappot a ce méne
sd dilué avec du sabk (Cf Figure 2, dilution 1/2).

4000 -
|
3000 . S : Sable
T : Tourbe

.
>
= _
] |
‘@
S 2000 -
X
[~ | A

1000 1‘

Bz BzS1/2 BzS1/10 BzT1/2 BzT1/10

Figure 11 : Evolution de latoxicité pa MICROTOX solide en fonction du type de diluant



Dars le cas des essas d'inhibition de la germinatimm des semencesla toxicité du chlorure
mercurique eg fortemert influencé pa la natue du substrad'essautilisé (Tablea 12).

Tableau 12 : Influence du pH et de la natue du substrasu la répong des tess biologiques

CSEO 63 mg/kg ‘ . 968 mg/kg 1433 mg/kg > 50 mg/kg*
O'® | c150 | 105mghkg |  1121mgke 2152 mg/ke > 500 mgkeg"
(90-1 mg/kg) | (1077-1164 mg/kg) | (2031-2329 mg/kg)
CSEO 83 mg/kg 726 mg/kg 627 mg/kg < 1000 mg/kg*
Laitue | o155 | 129 mg/ke " 1010 mg/ke 1383 mg/kg

< 1000 mg/kg*
(124-135 mg/kg) | (814-1252 mg/kg) | (989-1851 mg/ke) meEe

* :résultas d'essapréliminaires

Ainsi pou l'orge la CI50 du mercue pase d'ure valeu de 106 mg/kg pou le sabk aunre valeu
supérieue a 500 mg/kg pou le terreau La toxicité constaté appardidorc corrélée alateneu en
matiéres organiques du substrat Elle e d'autam plus élevée gue cete teneu en M.O. eg faible
(sabk : 0% sd artificiel : 6,5% terreal : 15%)

Une évolution de pH pou un méne substrat influe égalemen su la répong de cd essa de
germination ; la CI50 du mercue pou l'orge eg aing multipliée par 2 pou le sd artificiel entie un
pH de 4 et 6 (Tableau 12)

En ce gu concere la laitug des variatiors de répong ont égalemenég constaté ; mas celles-¢
sort apparus inférieures a celles enregistréglors des essas su l'orge

Une observatio identique a pu étre realis& lors d'un essa d'inhibition de la croissane de la
lentille.

Ainsi la CED du sd étude (sd contami pa des métax e des PCB ed de 38% lors d'ure
dilution avec du substra artificiel 1SO e de 6,90 lors d'ure dilution ave du Sabk de
Fontainebleau

La biodisponibilié des xénobiotigus dars les dew ca n'appardi dorc pas identique
I'introduction de substraartificiel ISO entrainatvraisemblableméamunecomplexatimd'un certan
nombredemeétaux

A I'évidence il n'exist pas de matriee universeleé satisfaisard dars tous les cas de figure
envisagés
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Le choix de la matrice de dilution doit dorc étre adapé en fonction de I'objectif de I'étuce :
e Evaluation de la toxicité intrinseqee d'un échantillon
« Evaluation des risques
» Epandage de boues par exemple

Dars le premig cas il pourma étre fait appel dars la mesue du possible a l'utilisation d'ure
matrice de dilution inerie ne réagissan que faiblemenn avec les contenarg préserg dars
I'échantillon

Dars les 2 dernies ca en revanche ol ure représentativé pa rappot aw conditiors
environnementake es recherchéel'utilisation d'un sd artificiel ou d'un sd directemen préleé
aux abord du site peu s'avere le choix le plusjudicieux
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