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RESUME

La mise sur le marché de nouvelles molécules ou procédés nécessite au préalable des essais

de laboratoire permettant d'évaluer leur potentiel toxique intrinsèque et les risques liés à leur

utilisation à l'échelle industrielle

Une synthèse bibliographique expose les principales connaissances sur les biosalissures

aquatiques et les traitements utilisés ou préconisés pour les contrôler en milieu industriel.

Une étude expérimentale est consacrée aux effets létaux d'un nouvel agent anti-salissures: le

Mexel@ 432 vis-à-vis du développement embryoJarvaire de la carpe commune, choisie cofirme

modèle écotoxicologique.

Les principales caractéristiques du Mexel@ 432 et du modèle embryon de carpe sont

présentées. Dans une eau synthétique, en exposition continue depuis la fecondation, sans

apport alimentaire, les CL5s moyennes mesurées sur plusieurs pontes sont l,l3 + 0,35 mg/L

après 3 jours d'exposition, 0,88 + 0,36 après 7 jours et 0,69 + 0,32 après 9 jours. Les CLso

(7 jours) la plus basse et la plus élevée sont 0,34 et 1,58 mglL. En concentrations sublétales, la

croissance embryoJarvaire est diminuée. Une étude histopathologique semble montrer une

dégénérescence de l'épithélium branchial larvaire.

Dans des échantillons d'eau de rivières, la toxicité est immédiatement diminuée en relation

avec une "demande immédiate" en Mexel@ 432 liée à son adsorption sur les matières en

suspension (argiles) ou à sa complexation avec des matières organiques dissoutes (acides

humiques). La toxicité du Mexel@ 432 est déterminée pour I'essentiel par son contenu en

amines grasses. L'adjonction d'un antigel inhibe le collage des oeufs, le principe d'une méthode

de quantification de cet effet étant proposé. La température, le pH et la concentration en

calcium ont peu d'ef[ets sur la toxicité du Mexel@ 432. Celui ci a peu d'influence sur la toxicité

de divers xénobiotiques de degrés d'hydrophobie variés.

L'utilisation d'une méthode standardisée par EDF (dosage colorimétrique à I'orange de

méthyle en milieu acide), a permis d'atteindre en eau de laboratoire des seuils de détection et de

mesure dee,29 et 0,58 mglL en Mexel@ 432,|a pente de la droite d'étalonnage dans la gamme

de concentration 0,1 - 12,8 mg/l étarrt 18,02 + 0,22.

Mots clés: poiss on, Cyprinus carpio, test embryo-larvaire, biosalissures, Mexel@ 432,

létalité, dosage.



ABSTRACT

The launching of new molecules or procedures requires a laboratory tests to evaluate their

intrinsic potential toxicity andhazards related to their utilization at the industrial level.

A synthetic bibliography exposes the principal knowledge on the aquatic fouling and the

treatments used or recommended in the industrial domain.

An experimental study is carried out on the lethal effects of Mexel@ 432, a new antifouling

agent, on the embryolarval development of the common carp (Cyprinus carpio L.) which was

used as an ecotoxicological model.

The principal characteristic of Mexel@ 432 and the common carp embryolarval test are

presented. In synthetic water, at continuous exposure from fertilization without feeding, the

mean LCso measured were 1.13 I 0.35 mg/L after three days of exposure, 0.88 t 0.36 mglL

after seven days and 0.69 I 0.32 mglL after nine days. The lowest and highest LCso are 0.34

and 1.58 mglL after seven days of exposure.

At sublethal concentrations, the embryolarval $owth is reduced. Histopathological

examination seems to show that gill epithelium could to be affected.

In natural river water samples, the toxicity of Mexel@ 432 is immediately reduced related to

an "immediate demand" of this product due to its adsorption on suspended matters (clays) or

to its complexation with dissolved organic matters (humic acids). The essential of the Mexel@

toxicity involves its fatty-amines content. The adjunction of an antifreezing interfere with the

normal sticking of eggs and thus, the principle of a quantitative method of this effect is

proposed. The temperature, pH and the concentration of calcium have a little effect on Mexel@

toxicity. The latter has a little inlluence on the toxicity of various hydrophobic or hydrophilic

xenobiotics.

The use of standardized method of EDF (colorimetric dosage by methyl-orange in acidic

medium), allows to reaclr, in laboratory water, a thresholds of detection and measurement

respectivelyof 0,29 and0,58 mgtL. Theslopeofthecalibrationcurveis 18,02 t0,22 inthe

range of concentration 0,1 - 12,8 mg/L of Mexel@.

Key words: fish, C.yprinus carpio, embryo-larval test, fouling, Mexel@ 432, lethality,

dosage.
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Présentation du travail

L,eau est la caractéristique première de l'écosystème terre, et la vie, des bactéries jusqu'à

l,homme, n'est possible sur les continents et dans les mers que grâce à la présence de I'eau'

Tous les êtres vivants n'ont pas la même place par fapport à I'homme et certains lui sont

directement ou indirectement utiles dans certaines de ses activités et d'autres lui paraissent

nuisibles dans des conditions similaires'

Le développement d'organismes fixés sur les parois des circuits hydrauliques industriels,

agricoles ou urbains perturbe leur fonctionnement et peut entraîner leur indisponibilité. Dans

certaines régions, la biomasse des biosalissures peut atteindre plusieurs kglm'. Face à ces

risques, divers procédés curatifs ou préventifs sont actuellement mis en oeuwe comme le

nettoyage mécanique, les traitements par la chaleur, le chlore, le dioxyde de chlore, les sels de

potassium, ou par des peintures à base de métaux lourds cofirme celles à base de tributylétain'

Le Mexel@ 432 est proposé pour compléter ou remplacer ces diftrents procédés de lutte

contre les salissures biologiques dans les eaux douces ou marines, tout en servant également

d'agent préventif et curatif contre la corrosion'

Les traitements anti-salissures sont expérimentés d'abord sur les organismes dont on veut

contrôler la proliferation, puis sur les organismes non cibles cofirme les poissons qui peuvent

être présents dans les mêmes milieux que les biosalissures ou dans les zones de rejets.

Ainsi, mon travail a été entrepris dans le but de mieux comprendre les mécanismes d'action

du Mexel@ 432, d,en optimiser I'utilisation alors que celle ci concerne un nombre croissant de

pays et une diversité grandissante d'applications. Le modèle choisi est toutefbis un organisme

non-cible: I'embryon de carpe, qui a déjà servi comme modèle pour l'étude de diverses

molécules de ré1ërence.

La première partie de ce rapport de thèse concerne une étude bibliographique synthétique

sur les salissures biologiques et les traitements utilisés ou préconisés.

Dans une seconde partie, j'ai étudié sur plusieurs pontes la réponse toxique selon le critère

de mortalité, dans une eau de laboratoire reconstituée, sur parties ou totalité du développement

embryoJarvaire de la carpe. Des facteurs comme le vieillissement des solutions ont été testés

(AREHMOIJCH et al, soumis) ainsi qu'un effet sublétal: la croissance. Les toxicités des

molécules de base constituant le Mexelt 432 ont été recherchées en comparaison avec la

toxicité totale du produit.

produit,

I
Les études examinant les ellèts des polluants sont souvent réalisées sur un seul
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alors que dans les conditions réelles de I'environnement, les polluants les plus divers se

trouvent souvent rnélangés, leurs efïèts pouvant être alors antagonistes, additifs ou

synergiques. Aussi, j'ai recherché les éventuels effets toxicologiques de I'interaction du

Mexel@ 432 avecd'autres produits polluants effectifs ou potentiels du milieu aquatique'

L'étude de la toxicité du Mexel@ 432 en présence d'un antigel m'a permis de mettre en

évidence un elTèt toxicologique particulier: I'inhibition du collage des oeuts, je propose le

principe d'une méthode de quantification de cet effet'

L,histologie est un outil sensible pour détecter les elïèts sublétaux des xénobiotiques en

déterminant leurs cibles organiques ou fonctionnelles et leurs mécanismes d'action (Fent et

Meier, lgg4). Aussi, en collaboration avec le centre de recherches écologiques de I'Université

de Metz, j,ai essayé de mettre en évidence, au niveau histologique et cytologique, certains

effets histo-pathologiques du Mexelt 432 sur la larve de carpe.

D,autres part, j,ai comparé la toxicité des solutions de Mexelu 432 dans des eaux de rivière

et dans une eau de laboratoire en relation avec le vieillissement des solutions. Dans le but

d,interpréter les résultats obtenus, j'ai étudié les eff[ets de quelques facteurs physico-chimiques:

température, pH, concentrations en calcium et en acides humiques sur la toxicité du

Mexel@ 432 (AREHMOUCH et aL, sous presse)'

Au cours de ces travaux, j'ai été conduite à rechercher une amélioration et une simplification

de la technique de dosage du Mexel@ 432. rJne partie des résultats de ces essais seront exposés

dans un chaPitre de cette thèse.

Dans une troisième partie, je discuterai de I'ensemble de ces résultats sous I'angle de

l,utilisation de l'embryon de carpe comme modèle écotoxicologique et des eftèts

écotoxicologiques d'une utilisation industrielle du Mexel@ 432.

L'ensemble de ces travaux sera présenté sous fbrme d'articles ou projets d'articles, notes

brèves ou notes préliminaires destinées à des revues scientifiques ou sous forme de rapports,

lorsque la confidentialité est exigée par le fabricant du Mexel@ 432 ou par ses utilisateurs' Les

publications éventuelles seront soumises à I'accord préalable de la société ME)GL et de la

Direction des Etudes et Recherches / Département Environnement de I'EDF'

Le mode de présentation que j'ai choisi en accord avec mon directeur de thèse pour sa

simplicité, a cependant I'inconvénient non négligeable de provoquer des redites notamment

pour les matériels et méthodes et les références, se traduisant par un nombre de pages

important.
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Salissures biologiques (synthèse bibliographique)

l' Partie. Salissures biologiques et traitements anti-salissures

( sy nth ès e bibli o g r ap hiq u e)

1.1. Introduction

Cette étude bibliographique a été réalisée à partir de résumés d'articles fournis par la base de

données "Biological Abstracts en CD-ROM" de janvier 1985 à décembre 1996 avec le seul

mot clé "fouling". Cette recherche a mis en évidence, à côté des études concernant les

caractéristiques biosystématiques ou écologiques des biosalissures et les moyens de les

combattre, des recherches plus spécialisées relatives aux salissures retrouvées dans le

développement de nouvelles biotechnologies, biomedecine, filtration de produits agro-

alimentaires, etc. Ces travaux spécialisés ne seront pas pris en compte dans la suite de mon

exposé. Faute de temps, cette synthèse bibliographique sera loin d'être exhaustive, et il est

probable que le mot "fouling" utilisé comme clé de ma recherche bibliographique n'aura pas été

à lui seul susceptible d'ouwir I'accès à la totalité des publications effectuées sur le domaine.

Comme m'y invitent I'ensemble de mes lectures, j'appellerai biosalissures ou salissures

biologiques les communautés d'espèces vivantes qui se développent ou se déposent sur des

supports solides et gênent par leur développement excessif certaines activités humaines. Je

distinguerai en particulier les microsalissures constituées notamment de bactéries et diatomées,

et les macrosalissures par exemple les moules et les balanes.

1.1.1. Principaux effets néfastes des biosalissures

Divers types d'agressions menacent les installations hydrauliques utilisant les eaux

naturelles:

- I'infestation des installations côtières ou portuaires, des centrales électriques, des plate-

formes pétrolières, des bateaux, ...

- la corrosion: phénomène qui se présente sous divers aspects et dépend d'un grand nombre

de facteurs (Hache, 1966). Divers types de corrosion ont été recensés, notamment la corrosion

biologique où certaines bactéries jouent un rôle déterminant (cas des conduites en fer

enterrées).
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- l'entartrage : I'entartrage des parois est particulièrement important dans le cas des circuits

équipés d'aéroréfrigérants dans lesquels la concentration des sels minéraux et l'élimination du

gaz carbonique favorisent la précipitation des carbonates (Allorner et aL, en préparation).

- la destruction de mollusques en aquaculture. certaines biosalissures attaquent les coquilles

des bivalves en causant parfois d'importantes mortalités @nright et al., 1984; Igic, 1984; Nair

et al., 1984; Je et aL, 1988; Ovsyannikova, 1989; Ambler et Canete, l99l; Cheung, 1991;

Lodeiros et Himmelmary 1,996; Dubost et aL,1996).

1.1.2. Méthode d'étude des biosalissures

La méthode la plus souvent utilisée pour suiwe I'installation et le développement des

biosalissures consiste à placer des plateaux tests aux endroits inspectés. L'observation des

plateaux tests peut être facilitée par des techniques élaborées, par exemple le comptage

automatique par analyse d'images (Wright et aL, l99l) ou la microscopie en fluorescence

(Wolfaardt et Cloete, 1992).

1..1.3. Les zones d'étude

Les lieux infestés le plus souvent étudiés sont des installations de production d'énergie

comme des centrales électriques (Whitehouse et aL, 1985; Sakaguchi, 1986 a; Sakaguchi,

1986 b; Dempsey, 1986; Lu et aI,1986;Nair et a|.,1988; Afanas'ev et aL,I99I; Moreteau et

Khalanski, 1994), des plates-formes pétrolières (Zvyagintsev, 1989; SelirL 1991, Latypov,

1991; Bhat et Wagh, 1992), des milieux portuaires (Shim et Jurng, 1987; Moran et Grant,

1989; Maruthamuthu et aL, 1990; Moran, 1991; Moran et Grant, l99I; Pillai et Ravindran,

1992; Hurlbut, 1993; Moran et Grant, 1993; Khandeparker et aI, 1995), ou estuariens

(Santhakumari et Nair, 1984; Santhakumaran et Sneli, 1984; Radhakrishnan et aL, 1987;

Harms, 1990; Anil et Wagh, 1988; Ebdon et a1.,1988; Read et Gordon, l99l; Anderson et

Underwood, l9g4), des lacs (Krivenko, 1984; Yunher, 1986; Rychkova, 1986; Haaget aL,

1993) et des baies (Braiko et Dobrotina, 1988; Turon et Perer4 1988; Antsulevich et Chivilev,

1992; Nandakumar et aL, 1993) ou les parties immergées des bateauc digues. balises

flottantes (Wang et Huang, 1993); Cheng et Chen, 1994), etc.

A I'exception de l'étude de Lim a aL (1989), qui cite le rôle des biosalissures de type

fongique dans la biodétérioration des bâtiments, je n'ai pas trouvé de données sur d'éventuelles

biosalissures dans les installations urbaines ou agdcoles.
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1.2. Les groapes dominants constituant les biosalksures

Dans les limites de mon inventaire bibliographique, la plupart des recherches sur les

biosalissures paraissent être réalisées en milieu marin. Il s'agit essentiellement d'études

disparates par leurs méthodes, leur localisation biogéographique et leur durée et il est difficile

d'en tirer des informations à caractère général.

1.2.1. Microsalissures

Elles sont le fait de protozoaires ou protophytes. En générd., f installation des salissures

biologiques sur un support propre commence par I'installation pionnière rapide de micro-

organismes. C'est sur le film biologique constitué par ces derniers que se fixent ultérieurement

les macrosalissures (Wolfaardt et Cloete, L992). Ainsi, par exemple, I'immersion des plaques

dans les eaux de la mer blanche (Russie) durant 2 heures à une profondeur de 2 mètres a

montré I'installation pionnière de plus de l0 variétés de bactéries (Railkin d aL,1993).

La colonisation bactérienne des surfaces dépend de la vitesse des fluides et de la nature du

substrat (Wolfaardt et Cloete, 1992;Devi, 1995), par exemple, des taux de colonisation élevés

sont obtenus en conditions de flux nul et par ordre décroissant sur un substrat en acier

inoxydable, en aluminium et en verre. En conditions expérimentales, la formation d'un film

biologique dans les échangeurs thermiques dépend de la quantité de matières organiques dans

I'eau (Afanas'ev et aI,l99l).

La formation du biofilm initial conditionne I'installation et la colonisation d'autres espèces

CNeal et Yule, 1994; Cheng et Chen, 1994). Par exemple, les bactéries jouent un rôle important

dans le développement des algues Phormidium foveolarum et Pleurochloris pyrenoidosa

(Holmes, 1986). La colonisation par les bactéries précède toujours celle des algues et celle-ci

est augmentée en présence de bactéries. L'installation ultérieure des larves planula des

hydroTdes coloniaux Gonothyraea loveni et Laomedea flexuosa dépend de I'influence du film

bactérien couvrant la surface alguale (Orlov et aL,1994).

Selon Neal et Yule (1994), I'adhésion des bacténes Deleya marina au substrat joue un rôle

important dans I'installation et I'adhésion des larves de balane Elminius modestus. Selon l'âge

du biofilnq les bactéries produisent des facteurs stimulateurs ou inhibiteurs de fixation des

cypris (larves de cinipèdes). Ces dernières adhèrent plus fortement aux biofilms âgés de

4 jours et moins fortement à ceux âgés d'un mois. De même, la distribution des macrosalissures
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Balûtus amphitrite (crustacé) et Dexiospira sp. (polychète) sur un bateau de pêche en bois

dépend de la présence des bactéries Tanais cayolini (Cheng et Chen, 1994).

Une étude cytochimique de la fixation chez 17 espèces de diatomées a montré que dans la

majorité des cas les substances adhésives sont des mucilages exclusivement polysaccharidiques,

sauf chez Berkeleyarutilans où des niveaux élevés de protéines ont été détectés (Daniel et aL,

1e87).

Les larves de I'ascidie Ciona intestinalis peuvent être piégées par des matières

polysaccharidiques excrétées par des bactéries marines Pseudomonas sp. (Szewzyk et aL,

1991). De même, en conditions expérimentales, I'algue verte Enteromorpha adhère mieux sur

des surfaces en polystyrène présentant au préalable un film microbiologique que sur des

surfaces sans film (Dillon et aL,1989).

Dans les centrales électriques, les surfaces d'échanges thermiques (tubes de condenseurs,

échangeurs à plaques) se couwent d'un film organique et minéral qui s'accroît en permanence

du fait de I'activité bactérienne (Khalansln et Lttz, 1987). Ce film réduit les échanges

thermiques et tend à diminuer le rendement de I'installation.

D'après Cloete et aL (1989), une croissance microbiologique incontrôlée dans les circuits

hydrauliques se traduit par I'apparition de corrosion microbiologique Les microsalissures sont

donc des promoteurs de corrosion métallique des substrats (Cloete et a1.,1989; Wolfaardt et

Cloete, 1992; Meenakuman et aL, 1993; Strittmatter et aL, 1993). Une augmentation

progressive du taux de corrosion a été observée avec des concentrations croissantes de sulfates

(Wolfaardt et Cloete, 1992). Toutefois, au dessus de 600 mglL de sulfates, le taux de

corrosion n'augmente plus de manière importante.

Les bactéries ne sont pas les seuls constituant des microsalissures: par exemple, I'immersion

de substrats artificiels durant 4 mois dans une station de culture de moules, a montré la

présence de 190 espèces de biosatissures dont les algues diatomées constituent le groupe

principal (Vorob'eva, 1991).

Toutefois, le film bactérien n'est pas toujours nécessaire à la fixation d'autres espèces: par

exemple, un film de bactéries Alcaligenes sp. est sans effet sur I'attachement des diatomées de

l'espèce Synedra sp. (Kawamura et aL, 1988).

En résumé, I'activité des microsalissures, essentiellement les dépôts organiques d'origine

bactérienne constituent le premier événement de la colonisation des surfaces propres

submergées. La vitesse de colonisation bactérienne des surfaces dépend notamment de la
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vitesse des flux hydriques et de la nature du substrat. Les produits du métabolisme bactérien

conditionnent I'attachement d'autres espèces.

La lutte contre les biosalissures devrait donc être orientée plus vers le contrôle du film

bactérien que sur le contrôle direct des autres salissures. Ainsi, Sakaguchi a a.l. (1989 a),

proposent d'utiliser des bactériophages, mais cette méthode efiicace sur des cultures

bactériennes en phase de croissance rapide n'a que peu d'effets lorsque celles-ci sont en phase

de croissance lente.

1.2.2. Aleues

Dans mon inventaire bibliographique, les algues ont été citées comme biosalissures par

plusieurs auteurs (Enright et aL , 1984; Santhakumari et Nair, I 984; Vriser, 1986; Nandakumar

et aL,1993;Fraruet Mohamed, 1989; Nesser et Vasquez, 1989; Vorob'eva, 1991). Les lacs et

les ports sont particulièrement riches en algues (Krivenko, 1984; Shim et Jurng, 1987). De

même, en condition d'eutrophisation, des dizaines espèces d'algues de diftrents groupes

systématiques se développent de manière très importante (Krivenko, 1984).

Certaines algues, comme des algues filamenteuses peuvent s'attacher aux bateaux (Lenihan

et aL,1990) en constituant un support idéal pour d'autres biosalissures, Pil exemple les larves

de moules Mytilus edulis (Sakaguchi, 1986) ou des larves planula d'hydroïdes coloniaux

Gonothyraea loveni et Laomedeaflexuosa (Orlov et al.,1994).

En raison d'un accès meilleur à la lumière, I'abondance des algues est élevée vers la surface,

cette règle est notamment observée au voisinage des plateS-formes pétrolières (Lewbel et aL,

1987). Les algues bleues-vertes et vertes unicellulaires sont à la base des salissures de systèmes

hydrauliques des installations métallurgiques (Ludyanskii et Solonin, 1986).

En France, des entraînements massifs d'algues dans les prises d'eau de la centrale de

Flamanville ont provoqué, en 7987, des perturbations du fonctionnement (EDF, 1996). Ces

arrivées d'algues sont très inégulières: de quelques dizaines de kilogrammes à plusieurs tonnes

par jour. Elles dépendent essentiellement de 4 facteurs: le coefficient de marée (risque plus

élevé à fort coefficient), la direction du vent (risque plus élevé par vent d'ouest-sud-ouest), la

force du vent (risque d'autant plus élevé que la vitesse est forte avec une vitesse seuil de 9 m/s)

et la saison (risque plus élevé de juin à septembre, en relation avec le détachement saisonnier

de certaines espèces).
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1.2.3. Tuniciers (Ascidies)

Dans mon inventaire bibliographique, les ascidies ont été citées comme biosalissures par

plusieurs auteurs (Santhakumaran et Sneli, 1984, Chimenz et aL, 1985; Nair el a[, 1988;

Sasikumar et aL, 1989; Sasikumar et aL, 1990; Hurlbut, 1993; Nandakumar et aL, 1993;

Maruthamuthu et aL,1990; Khandeparker et al., 1995). En général, elles sont associées aux

mollusques, balanes et autres biosalissures. Selon Sasikumar et aL,1989, les ascidies ne sont

jamais les biosalissures dominantes dans les eaux côtières.

Toutes les ascidies sont marines (Grassé et aL,1961) et leurprésence peut être abondante

dans les ports (Hurlbut, 1993). La fixation de certaines espèces comme I'ascidie Ciona

intestinalis peut être active en utilisant des organes d'adhésion, ou passive suite au piégeage

des larves par des matières polysaccharidiques excrétées par des bactéries marines du genre

Pseudomonas (Szewzyk et aL,199l).

La température de I'eau détermine I'installation et le recrutement chez I'ascidie Pyura

chilensis:. L'assaut de recrutement commence quand la température de surface dépasse plus de

14,5"C (Ambler et Canete, 1991).

Les variations de salinité, la présence de polluants et la turbidité des eaux influencent la

croissance des ascidies qui sont les éléments majeurs de la biomasse dans les eaux côtières de

Bombay (Swami et Karande, 1988). Selon Grassé et aL (1961), certaines espèces d'ascidies

habitent des lagunes où la salinité subit d'amples variations. De même, selon Swami et Karande

(1988), les ascidies continuent à s'installer abondamment malgré de larges fluctuations de

salinité. Par contre, lors des opérations de dragage, elles sont sensibles à I'augmentation des

niveaux de turbidité (Moran, 1991).

L'ascidie P)rra chilensis affecte la culture marine de bivalves (Ambler et Canete, l99l).

Les ascidies peuvent parasiter les cultures d'huîtres en association avec d'autres groupes

conrme les moules et les serpules (Je et aL.,1988).

1.2.4. Lophophoriens (Brvozoaires)

Dans mon inventaire bibliographique, les bryozoaires sont des organismes aquatiques marins

ou d'eau douce, presque toujours sédentaires et coloniaux (Grassé et aL, 1961). Les

bryozoaires ont été cités parmi les communautés de biosalissures par plusieurs auteurs, soit

dans les eaux côtières (Sasikumar et aI,1989) soit en milieu portuaire (Moran et Grant, l99l;

Khandepark er et aL, 1 995).
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Les bryozoaires sont inégalement sensibles aux variations de paramètres de leur

environnement. En condition d'eutrophisation dans le lac Biserovo, près de Moscou (Krivenko,

l9g4), les bryozoaires sont le groupe dominant des biosalissures. Durant les années où sévit

une prolifëration "bloom" d'algues planctoniques bleues et une température d'eau élevée' ce

groupe disparaît et dans ce cas la biomasse des biosalissures est réduite de plus de 10 fois'

Dans le port australien de Kembla, une pollution attribuée à des niveaux élevés de composés

cyanhydriques, afirmoniacaux et phénoliques a réduit le taux d'installation larvaire des espèces

de bryozoaires Bugula neritinq et 
'lricellaria porteri (Moran et Grant, 1993), mais cette

pollution est restée sans effet sur la colonisation par I'espèce Watersiporq arcuata. De même,

Moran et Grant (1991) constatent que certains bryozoaires supportent leur transfèrt de zones

non polluées vers des zones très polluées alors que d'autres espèces disparaissent dans ces

conditions soit sous I'eftèt direct des polluants soit sous I'elïèt d'espèces compétitives.

Certains bryozoaires se fixent sur des bateaux (Lenihan et aL, 1990), ou fbnt partie des

parasites des cultures d'huîtres (Nair et aL , 1984; Je et aL , 1988). En station de pisciculture, la

croissance du poisson -chat (Ictalurus punctaus) est gênée par l'infestation par le bryozoaire

Plumatella casmiana (Greenland et aL,1988).

1.2.5. Cnidaires (hvdraires)

Les cnidaires contiennent des espèces fixées à un substrat et formant des colonies par

bourgeonnement, ou des formes libres solitaires, pélagiques ou non (Grassé et aL,1961).

Selon Braiko et Dobrotina (1988), les hydres constituent un important maillon dans la

productivité des mers, en effet, le suivi du développement des populations chez Obelia loveni

pendant les stades précoces durant 2 années, a montré que la production de colonies d'hydres

au printemps excède 12 planulas par cm2.

Les hydraires ont été citées parmi les communautés de biosalissures par plusieurs auteurs

(Santhakumaran et Sneli, 1984; Krivenko, 1984; Vriser, 1986; Oshurkov, 1986; Nur et aL,

lggg). Dans les eaux côtières de Madras en Inde, les hydraires s'installent comme espèce

pionnière suivie par les balanes et les ascidies (Sasikumar et aL,1990). L'installation des larves

planula des hydraires coloniaux Gonothyraea loveni et Laomedea flentosa dépend de

I'intluence du fitm bactérien couvrant la surface alguale (Orlov et aL,1994).

9
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1.2.6. Annélides (polvchètes)

A quelques rares exceptions près, les annélides polychètes sont marines (Grassé et aI.,

l96l). Les polychètes ont été cités parmi les biosalissures par plusieurs auteurs

(Santhakumuan et Sneli, 1984; Santhakumari et Nair, 1984; Sasikumar et aL, 1989; Canete et

Ambler, 1990; Nandakumar et aL,L993;Khandeparker et aI,1995).

Dans la région de Hong Kong, les biosalissures sont essentiellement des polychètes (Wang

et Huang, 1993), avec Hydroides elegans, Hydroides dirampha, Hydroides inornata et

Pomqtoleios lçaussii comme espèces dominantes.

Chez le polychète Pomatoleios lcraussii, I'installation est influencée par l'attraction des

adultes déjà installés (Becker, 1993). Le nombre spécifique de salissures polychètes diminue

avec I'instabilité du substrat (Bagaveeva, 1986).

Des polychètes, par exemple du genre Dexiospira, s'attachent aux bateaux de pêche en bois

(Cheng et Chen, 1994). Sur ces navires, Bagaveeva (1988) a recensé 44 espèces de polychètes.

La biomasse des biosalissures polychètes peut être importante: pa.r exemple, au nord-ouest du

Japoq la masse spécifique des polychètes constituée de Hydroides elegans, Hydroides

ezoensis, Polydora limicola atteint plusieurs kglm'.

Le polychète serpule Hydroides elegans Haswell est I'un des organismes sédentaires

majeurs qui infestent les bateaux situés aux endroits confinés et eaux polluées d'un bassin

portuaire à Bombay, générant des poids pouvant atteindre 8l kglm' (Udhayakumar et

Karande, 1996). Leur tolérance résulte probablement de la disponibilité en nourriture

constituée de flore riche et variée de diatomées.

Selon Read et Gordon (1991), I'apparition soudaine de certaines biosalissures (Ficopomatus

enigmaticus, serpule polychète) est nuisible en milieu portuaire et estuarien en raison de leur

développement excessif sur les bateaux de plaisance ou au niveau des prises d'eau pour les

centrales électriques. De même, dans les cultures d'huîtres (Pinctada fucata mariensii), le

polychète Polydora ciliata est I'organisme qui cause le plus de dommages au sud de la Corée

en perçant les coquilles (Je el al, 1988).

1..2.7. Arthropodes (Crustacés)

Les crustacés ont été cités comme biosalissures par plusieurs auteurs (Santhakumaran et

Sneli, 1984; Santhakumaran, 1984; Santhakumari et Nair, 1984; Vriser, 1986; Nair et al.,

1988; Sasikumar et aI., 1989; Harms, 1990; Maruthamuthu et aL,1990; Zvyagintsev,l99I.

l 0
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Oshurkov, 1986; Sasikumar et aL,1990; Ambler et Canete, 1991; Nandakumar et aL,1993).

La température de I'eau détermine indirectement les taux de recrutement en affectant la

taille des individus, leur fecondité et leur vie en cohorte Elle détermine la densité et la

dynamique de population de I'Amphipode Jassa marmorata cité parmi les biosalissures (Franz,

1989). Les fluctuations de salinité paraissent affecter I'installation dans les plateaux tests des

larves de cirripèdes (Srinivas et aL, 1992). Pour Balanus crenatus, le taux de croissance

diminue avec l'augmentation de la profondeur (Santhakumararq 1984).

Selon Kashin et Kuznetsova (1985), les mécanismes et dynamiques d'installation de

Balanus varient en fonction des substrats: la densité de colonisation de Balarus improt'isus

durant I mois de mise en contact est ll3 000 individus/m2 sur les plateaux en ciment et

156 000 sur des plateaux métalliques.

Plusieurs espèces, comprenant les balanes Hexaminius qp., Balanus amphitrite et Balamts

variegatus, sont recrutées en plus grand nombre sur les surfaces en béton et en contre-plaqué

que sur celles de verre ou d'aluminium. Il en résulte que l'évolution des effectifs des espèces en

fonction du temps dépend de la nature du substrat (Anderson et Underwood, 1994).

Selon Kashin et Kuznetsova, (1985), deux facteurs principaux déterminent les mécanismes

et dynamiques d'installation de Balanus: la structure de la surface et la direction de flux.

Malgré une meilleure adhérence de I'espèce Balanus variegatus sur les substrats ayant une

tension superficielle élevée, les modes de colonisation ne sont pas influencés par la tension

superficielle du substrat, mais semble-t-il par la compétition spatiale (Becker, 1993).

Les balanes sont sensibles à I'augmentation des niveaux de turbidité produite par les

opérations de dragage (Moran, 1991). Cependant, certaines espèces comme Balanus

amphitrite ont une grande capacité d'adaptation à la pollution organique (Igic, 1992).

Les crustacés Ballanus amphitrite se fixent sur les bateaux (Zvyagintsev, 1984; Zevina,

1988, Zullo, 1992; Cheng et Chen, 1994). On les retrouve en milieu portuaire avec d'autres

biosalissures (Khandeparker et aL, 1995). Par exemple, dans le Canal de Suez (Shoukr et aI.,

1991), 22 espèces de crustacés (amphipodes, tanaidacés et isopodes) étaient retrouvées en plus

d'autres biosalissures. Les balanes font partie des macrosalissures responsables de la

détérioration corrosive des piliers supportant des plates-formes pétrolières (Zvyagintsev,

1989). D'après Maruthamuthu et aL (1990), Balanus tintinnabulum est I'une des espèces

produisant le plus de corrosion pour les structures métalliques dans le port Tuticorin en Inde.

Selon Nair et aL (I984),les balanes constituent le groupe dominant infestant les cultures de

l l
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I'huître Crassostrea madrasensis dans les étangs du sud-ouest de I'Inde. Il en est de même

pour les cultures de coquilles Mizuhopecten yessoensis (Ovsyannikova, 1989) dans la mer du

Japon. Au nord-ouest d'Espagne, les balanes Elminius modestus et Balanus perforatus peuvent

faire partie des espèces vivant en épibiose sur les coquilles de Bivalves vivants (Sacchi, 1985).

1.2.8. Mollusques

Les mollusques ont été cités parmi les salissures biologiques (Sakaguchi, 1986 a, b; Nair el

aL, T988; Chen et aL, 1990; Maruthamuthu et al-, 1990; Zvyagintsev, 1991; Moreteau et

Khalanski, 1994; Macisaac, 1996; Schloesser et al., 1996; ) par de nombreux auteurs, le

groupe des bivalves paraissant en être le plus important. Ces derniers sont fouisseurs, nageurs,

fixés ou perforants (Grassé et aL,l96l).

La durée d'immersion des surfaces peut déterminer les faciès biologiques des biosalissures.

par exemple, ces derniers peuvent être représentés par Mytilus galloprovincialis en été et par

des serpules dans les autres saisons (Tursi et aL, 1984). De plus, l'épaisseur du support semble

jouer un rôle sur I'installation des mollusques, celle-ci pouvant être plus importante sur un

support métallique d'épaisseur supérieure ù2,5 cm(Maruthamuthu et al" 1990)'

Comme la plupart des autres biosalissures, certaines espèces de Mollusques choisissent

préferentiellement certaines profondeurs, mais généralement, I'importance des biosalissures

diminue avec la profondeur. par exemple le maximum de croissance de I'espèce Psiloteredo

megotara se situ entre 3 et 15 m de profondeur, tandis qve Xylophaga dorsalis se concentre

surtout au voisinage des 30 m, la taille des coquilles et des terriers augmentant avec la

profondeur jusqu'à 24-27 m puis montrant un léger déclin à 30 m (Santhakumaran, 1984).

Certaines espèces de mollusques sont responsables de la perforation de bois comme

Psiloteredo megotara, xylophaga dorsalis, xylophaga nidflrosiensis, xylophaga noradi et

Limnoria lignorum,et leur action combinée peut aboutir à la destruction des bois de charpente

(Santhakumaran et Sneli, 1984). De même, les mollusques bivalves produisent une

détérioration conosive des piliers supportant des plates-formes pétrolières (Zvyagintsev,

1989). Crassostrea cristagalli est citée par Maruthamuthu et at (1990) comme une des

espèces produisant le plus de corrosion pour les structures métalliques en milieu marin'

Le développement abondant des mollusques est la caractéistique de la phase intermédiaire

précédant la formation d'une charpente puissante de récif artificiet notamment à partir de

coquilles de mollusques morts (Selin, l99l)'

Mais I'une des principales sources de nuisance des mollusques est leur développement
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excessif dans les circuits hydrauliques des centrales électriques. La moule d'eau douce

Dreissena polymorpha (moule zébrée) cause des pertes économiques importantes en

colonisant et en bloquant les prises d'eau. Les mollusques ont aussi un impact écologique

important en consofilmant d'immenses quantités de phytoplancton (Fisher et aL, l99I;

Macisaac, 1996; Padilla et aL, 1996).

En centrale électrique indienne, la moule verte Perna viridis domine (Nair el a/., 1988)'

Dans les systèmes de refroidissement des centrales électriques au Japon (Sakaguchi, 1986), la

moule Mytilus edulis galloprovincialis constitue la principale espèce qui prolifère de manière

importante. En Finlande, la moule Mytilus edulis fait partie des biosalissures citées.

En France, la moule zébrée (Dreissena polynorpha) prolifere de manière importante dans

les circuits des centrales électriques (Moreteau et Khalanski, 1994). La densité larvaire est

maximale entre juin et août (Zl-zs"C),la croissance de la coquille dépendant de 3 facteurs: la

taille initiale, la température et la nourriture disponible mesurée par la quantité de chlorophile-a

planctonique. Le progranrme biologique de suivi de l'infestation par la moule zébrée pourrait

ainsi se réduire à un suivi de la fixation larvaire sur supports artificiels en PVC complété par

deux analyses courantes de qualité d'eau: température et chlorophylle-a'

La composition des éléments traces dans les tissus de moules Mytilus trossulus récoltées

dans des plateaux tests paraît dépendre de la nature chimique du substrat et peut servir

d'indicateur de pollution des eaux contenant des produits de corrosion des constructions

métalliques dans la mer du Japon (Koryakova etzoina" 1989).

En résumé, les espèces constitutives des biosalissures sont très variées mais paraissent

appartenir pour la plupart à un nombre restreint de groupes systématiques' Dans un milieu

donné, il est très rare de trouver un seul groupe de biosalissures, des groupes diftrents étant

associés cornme balanes et mollusques ou polychètes, bryozoaires, balanes et ascidies.

Dans les limites de ma recherche bibliographique, il semble que les connaissances

concernant de nombreuses régions du globe sont absentes notamment les côtes africaines.

1.3. Cas des espèces parasites perfoîantes

Certaines biosalissures infestent les cultures de coquillages perturbant notamment leur

survie et leur croissance (Wildish et aL,1988; Ovsyannikov4 1989; Morales-Alamo et Mann,

1990;Perera et aL, 1990; Newman et aL, 1993)'

Les parasites peuvent être des balanes (Lake et aL, 1987; Ovsyannikova, 1989), des
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plathélminthes polyclades du geffe Stylochus (Littlewood et Marsbe, 1990; Newman' et al"

1993), ou autres. La vitesse d'infestation est rapidê, Pff exemple, 40 % et 74 oÂ des huîtres

sont intèstées par des vers après respectivement I et 4jours (Littlewood et Marsbe, 1990)'

Même si les vers de grande taille contribuent plus aux mortalités, il n'y a pas de corrélation

significative entre la taille des vers et celle des huîtres tuées ou infestées' De même' des

surfaces en acier propres exposées aux eaux de refroidissement provenant d'industrie

pétrochimique dans la baie Guanabara (Brésil), montrent la présence de bactéries' microalgues

et champignons après 48 heures seulement (De-Franca et Lutterbach, 1996)'

En golfe persique, des cultures d'huîtres à perle Pinctada margaritiftra et Pinctado radiata

ont été infestées par des organismes perforants, notamment des balanes et polychètes' Dans les

conditions natureiles res éponges, algues et ascidies sont les principales biosalissures dont

l,éponge Clionaet la moule Lithophaga sont les plus destructives des espèces perforantes des

coquillages @oroudi, 1996).

La diversité spécifique des biosalissures vivant en épibiose sur les coquilles de mollusques

vivants peut être très élevée (Sacchi, 19s5). Ainsi, sur les coquilles de Littorina obtusata et

Littorina mariae,l4 espèces d'animaux épibiotiques ont été retrouvés, notamment des balanes

Elminius modestus et Balanus perforatus'

1.4. Cas des espèces génératrices de corrosion ou perrofant le bois

Les espèces génératrices de corrosion des structures métalliques ou attaquant le bois fbnt

partie essentiellement de deux groupes zoologiques: les mollusques bivalves comme

Crassostrea cristagalli et les crustacés cirripèdes comme Balanus tintinnabulum

(Santhakumari et Nair, 1984; Berg et aL,1987; Radhakrishnan et aL, 1987; Dealteris et aL'

1988; Zvyagintsev, 1989; Maruthamuthu et aI, 1990; Ma-Shi et aL' 1995; Singh et

Sasekumar, 1996).

Les bivalves sont des microphages, se nourrissant de micro-organismes et des particules

organiques en suspension dans l'eau ambiante. Peu de bivalves suivent un régime spécialisé'

toutefbis quelques genres se nourrissent de bois creusant de protbndes galeries dans les troncs

flottés, les madriers de digues, etc. (Grassé et aL,1961). Citons les tarets comme 
'l'eredo

furciJera,les xylophages comme xytophaga atlontica (santhakumari et Nair, 1984; Dealteris

et aL,1988; Singh et Sasekumar, 1996). Les bivalves rylophages possèdent parmi leurs

diastases digestives, une cellulase qui hydrolyse la cellulose (Grassé et aL' 1961)'
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La salinité agit sur la présence des mollusques perforants teredinidae comme les espèces

Lyrodus floridanus, Bankia fimbriatula, Teredo navalis, et Teredo furcifera. La composition

spécifique et la dominance de ces espèces sont influencées principalement par des facteurs

abiotiques comme la salinité, alors que le niveau total d'infestation est associé non seulement à

la salinité, mais aussi à des facteurs cofirme la quantité relative et la qualité des biosalissures, la

présence de foyer de dispersion larvaire et la présence de substrat (Junquetraet aL,1989).

D'après Strittmatter et aL (1993), le taux de corrosion est complètement dominé par la

nature des eaux dans les systèmes hydrauliques. Le contrôle de la corrosion et le dépôt dans les

surfaces des échangeurs thermiques sont déterminés par plusieurs facteurs qui

traditionnellement agissent sur les biosalissures dans ces systèmes.

Auteurs Milieu Espèces Nuisance

Maruthamuthu et
aL. l99Q

Port Tuticorin Balanus tintinnabulum et Crassostrea
cristagalli

corrosion

Santhakumari, et
Nair, 1984

estuatre Martesia striata, Teredo furcifera,
Nausitora hedleYi, SPhaeroma
terebrans

perforant
le bois

Zvyagintsev,
1989

plate-forme
petrolière

balanes-mollusques corToslon

Radhakrishnan et
aL- 1987

estuaire sphaeromatidés perforant
le bois

Dealteris et sL,
1988

casiers à homard
en bois

Xylophaga atlantica perforant
le bois

Ellison et
Farnsworth" 1990

mangroves Phycolimnoria clarkae, Rhizophora
mansle

perforant
le bois

Singh et
Sasekumar,1996

aquaculture Martesia striala, Lyrodas pedicellatus,
Bankia campanellata, Teredo furcifera
et Teredo bartschi

perforant
le bois

1.5. Recrutement

Chez la moule marine (Mytilus edulis galloprovincialis), principale biosalissure dans les

centrales électriques au Japon, la saison de reproduction dépend de la position géographique

(Sakaguchi, 1986 b). La saison d'installation des larves commence à partir des mois de fewier,

avril ou mai selon les régions.

Les larves mâtures deMytilus eùtlis s'installent d'abord sur des algues rouges filamenteuses
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à l'écart des litières des moules adultes (installation primaire). Puis les larves pedivéligères

pélagiques suivent une phase de migration au grès des courants. Enfin, lorsque leur taille

atteint un seuil de 0,9 à 1,5 mm, les jeunes moules s'attachent aux litières des moules adultes

(installation secondaire). Le byssus est formé de grappes de filaments et de disques adhésifs à

partir de sécrétions de glandes collagènes, glandes phénoliques et glandes enzymatiques

(Sakaguchi, 1986 b; Rzepecki et Waite, 1995).

Dans le Port New Mangalore (côte ouest de I'Inde), les larves de polychètes et cirripèdes

sont présentes pendant toute I'année. Il en est de même des larves de bivalves dans le plancton,

mais leur participation aux cofilmunautés de macrosalissures reste peu importante avec un

faible taux de recrutement (Khandeparker et aL.,1995).

Dans la baie Hamana au Japon, la période de recrutement de balanes Balanus amphitrite

dans les communautés de macrosalissures est courte et paraît influencée par la température,

mais surtout parla salinité (Ann et at.,1995). Les taux de mortalité larvaire à l5"C se situent

entre 43 oÂ et99 %o pour des salinités comprises entre 30 et l0 glL.

Au sein du même groupe zoologique, le taux de recrutement diffère selon les espèces. Par

exemple, dans le sud-est brésilien, parmi les 5 espèces d'ascidies les plus abondantes sur des

plateaux tests (Rocha, 1991), deux d'entre elles Diplosoma listerianum et Symplegma

brakenhielmi montrent le taux de recouvrement initial le plus élevé. L'espèce Didemnum

speciosum,bien que recrutée en grand nombre, présente un faible recouvrement après quelques

mois en raison de son faible taux de croissance. Clavelina oblonga est I'espèce dont

I'installation est typiquement tardive avec une faible intensité de recrutement et un taux de

croissance lent.

En résumé, le recrutement est influencé par plusieurs facteurs comme la densité

interspécifique, la quantité de nourriture, la période de I'année, la nature du substrat, la

température, la présence d'autres biosalissures, l'âge des individus, I'espèce, ... (Bros, 1987;

Franz et Mohamed, 1989; Zzjac et aL, 1989; Ambler et Canete, 1991; Anderson et

Underwood,1994).

1.6. Biomasse et abondance spéciJique

En général, le terme de biomasse se réfere uniquement à de la matière vivante. La biomasse

est exprimée en termes de poids sec, nombre d'individus, contenus en carbone et en azote,

contenu calorique, etc. (Frontier et Viale, 1990).
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La biomasse des biosalissures dépend de nombreux facteurs notamment leur répartition

géographique ou locale, leur évolution temporelle, surtout saisonnière, la profbndeur, leur

distribution par niveau trophique, la classe de taille, àge, la nature de leur substrat' leur

nourriture, etc. (Brykov et a1.,1986; Bagaveeva, 1988; Nair el al" 1988; Nasser et vasquez'

1989; Ovsyannikova, 1989; Sasikumar et al.,1989;Zvyagintsev, 1989; Maruthamuthu et aL'

1990; Wang et Huang, lgg3). Dans notre échantillon bibliographique, les études mettant en

évidence les effets de pollutions sur la biomasse sont peu nombreuses (Morant et Grant' 1991

et 1993).

Auteurs Biomasse-densité Biodiversité Endroit

Krivenlço. 1984 > 33 espèces lac Biserovo
(Moscou)

Brvkov et aL,

I986

moules marines.
3 m (profondeur): 45,8 kg et
29 400 individus lm2lan

mer du Japon

12 m (profondeur): 24,8 kg et
8100 individus/m2lan

Bagaveeva,
1988

plusieurs kglm' 14 espèces de
oolvchètes

navires (Japon)

Nair e/ aL,1988 0,9 Kglm2l20 j en tëwier/mars eaux côtières
(Inde)

5.1Ks, fu2 l20  i  en  mai

Zvyagintsev,
1989

40 kg/m'? 32 espèces plate-forme
oétrolière (Chine

V{aruthamuthu
et ul.- 7990

5 kglm2lan 42 espèces port Tuticorin
(Inde)

Shoukr et aL,
1991

22 espèces de
crustacés

canal de Suez

Nandakumar el
aL.1993

17 espèces raie lomloKa
(Japon)

Wang et Huang,
r993

20,34 kg /m'z 70 espèces dr
polvchètes

Hong Kong
(réeion)

Meenakumari et
Nair. 1994

67 espèces port Cochin
ûnde)

Moreteau et
Khalanski, 1994

moule zébrée. 8300-68800
individus/m2

centrale
électrique
(France)

Schloesser el
sL- 1996

moule zébrée. 750000
individus/rn3

Lac Erié (Etats
Unis)
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1.7. Dissémination des biosalissures en milieu aquatique

L,activité humaine incluant la commercialisation des huîtres du Pacifique et de I'Atlantique à

travers le monde, et les trafics maritimes (via les organismes fixés aux navires, perforants du

bois et sur les ballastes) ont été les mécanismes primordiaux de dispersion (Carlton, 1992)'

L,introduction d,espèces par le trafic des bateaux a été citée par plusieurs auteurs (Zvyagintsev,

1984;Thorp et aL, !9}l;Venugopalan et Wagh, I987;Bagaveev4 1988; Zolotarev, 1996)'

L,installation des biosalissures sur les navires est rapide (Zevina, 1988), par exemple, des

navires effectuant Ia navette entre la mer noire et I'océan indien ont été le support d'un

développement rapide d'espèces océaniques (Lepas anatifera et Lepas anserifera) et

d,espèces côtières (cirripèdes des genres Megabalanus et Balanns, hydroides et polychètes

sédentaires).

L,espèce Balanus trigonus,absente de I'océan atlantique avant 1850, â PU y être introduite

au sud par des bateaux provenant des océans pacifique et indien et contournant les caps Horn

et de Bonne Espérance, et plus tard disséminée dans les parties centrales et nordiques de cet

océan par des baleiniers (Zullo, 1992)'

Le développement de la navigation nécessite des réglementations destinées à empêcher ou

limiter au maximum les bouleversements écologiques provoqués par des introductions

d,espèces comme le suggèrent Zaitsev et aL (T988) après la découverte en mer noire de

Bolinopsi s infundibulum ? rrrr cténophore d'origine boréale.

un autre mode de dissémination a été observé lors des 15 dernières années. Il s'agit de

l,introduction dans les côtes européennes d'algues brunes comme Undoria pinnatifidn et

Laminaria japonica à la suite d'importation d'huîtres japonaises en ostréiculture' Les

conséquences écologiques de leur dispersion restent jusqu'ici difEciles à évaluer (Rueness'

1e8e).

D,après Carltorq (lgg2),1'espèce Littorina littorea, mollusque marin introduit dans le Nord

de l,Amérique, a eu un important impact écologique car elle a colonisé les côtes atlantiques à

partir de Nova scotia jusqu'à New Jersey sur une période de 30 ans entre 1860 et 1890,

réduisant la biodiversité et I'abondance ou la distribution de plusièurs espèces animales et

végétales.

D,autres part, l'introduction de la moul e zébrée (Dreissena polymorpha) dans les grands

lacs américains a induit des changements profonds dans la structure des communautés de
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bivalves natives. Dans 3 sites inspectés du lac Erié, deux bivalves natives Lampsilis radiata et

Amblema plicata, ont manifesté des mortalités importantes en réponse à I'introduction de

Dreisserm polymorpha (Haag et aL, T993; Schloesser et aL,1996)' De même, I'introduction

intentionnelle de nouvelles espèces de mollusques Rapana thomasiana, Mya arenaria, el

Scapharca inaequivalvis est la cause des transformations modernes de certaines biocoenoses

dans la mer noire. Ces mollusques ont passé les barrières naturelles suite à leur fixation aux

bateaux ou aux balastes, et leur acclimatation produit des communautés ayant une densité et

biomasse élevées (Zolotarev, 1996).

selon Mills el at. (1993),les grands lacs laurentiens ont été envahis par de nombreuses

espèces exotiques depuis I'installation des européens dans la région' Depuis 1800' 139 espèces

d,organismes aquatiques non indigènes y ont été recensées: des plantes (59), poissons (25),

algues (2a) etmollusques (1a). La plupart des espèces sont originaires d'Eurasie (55 %) et de

la côte Atlantique(|3 %). Cinq catégories de mécanismes d'entrée ont été identifiés:

relâchements non intentionnels (29 o/o), incluant des échappées de culture et aquaculture'

relâchements accidentels etlou des relâchements délibérés, l'introduction relative aux bateaux

(2g %)incluant eaux de ballast (63 %) ballasts solides (31 %) et biosalissures. Ainsi; tant que

les activités humaines rendront possible I'introduction de nouvelles espèces dans le bassin des

Grands Lacs, la plus importante ressource en eau douce du monde continuera d'être menacée

par des changements écologiques de grande ampleur'

1. 8. Agents anti-salissures

pour faire face au développement excessif des biosalissures dans les installations

industrielles, les exploitants utilisent des traitements chimiques divers, à I'origine d'apport de

xénobiotiques responsables de perturbations des écosystèmes aquatiques (Davis et Paul' 1986;

Dempsey, 1986; Short et Thrower, 1987;Ramsay et aL,1988; Lenihan et aL,1990; Karande

et aL, |993;Khalanski, 1993;Evans et al',1995 a, b)'

Divers procédés de traitement anti-salissure ont été développés: traitements physiques,

mécaniques eVou chimiques (Whitehouse et aL,1985; Khalanski et Lutz, 1987; Wolfaart et

Cloete, lggZ). Aux critères de sélection parmi ces procédés que sont leur efficacité et leur

possibilité de mise en oeuwe à l'échelle industrielle, devrait s'ajouter leur innocuité à court et à

long terme pour l'écosystème aquatique (Khalanski, 1993)'
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1.8.1. Agents biologiques naturels

Il est légitime de se demander pourquoi les surfaces présentées par les organismes de

certaines espèces ne sont pas colonisées par des salissures alors qu'elles constituent

apparemment des supports idéaux. Dans la nature, plusieurs de ces espèces produisent des

substances ayant des propriétés répulsives (IJriz et aL, l99l), antibactériennes éventuellement

sélectives (walls et aL, 1993), antifongiques, antivirales, cytotoxiques ou antimitotiques

(Tableau 3).

Ces métabolites secondaires produits par les invertébrés marins jouent généralement un rôle

dans leur survie; plusieurs sont toxiques et servent à lutter contre la prédation, I'infectiorq

l,infestation par des biosalissures ou autres phénomènes écologiques (Jayatilake et Baker,

1e96).

20

Auteur Espèce Substance répulsive Espèce cible

Schmitt et aL,
1995

DicQota menstrualis
(alzue brune)

alcools diterpene larves du Bryozoaire
Busulaneritina

Walker et aL,1985Aplysia fistularis
(éoonse)

métabolites microorganismes

Bobzin et
Faulkner. 1992

Aplysilla glacialis
(éponge)

métabolites mlcroorgarusmes

Sears et aI,1990 LissodendorYc
isodictvalis (éPonge)

métabolites extraits Par
I'acétate d'éthvle

balane (Balarus
amphitrite\

Goto e/ a|.,1993 Phyllospongta
DaDvraceq (éponge)

furospongolide balane (Balanus
amphitrite)

Thompson, 1985 Aplysina fistularis
(énonse)

métabolite (inhibiteur

de la métamomhose)
larves de
Gastéropodes

Konig et a1.,7989 Xenia garctae
(cnidaire)

xenicane diterpene algueCeramium codii

Gerhart, 1986 Plexaura homomalla
(sorsonide)

prostaglandine L-2
(asent vomiti0

poissons

Davis, 1991 Eudistoma olivaceunt
(ascidie)

alcaloÏdes eudistomines
GetH

invertébrés, sans effet
sur les poissons

Braiko et aL,1988 Botryllus schlosseri
(ascidie)

métabolites protéiques larves de balanes,
copépodes, moules

Willemsen, 1995 Eponges métabolites extraits Par
I'acétate d'éthvle

larves de Balanus
qmphitrite
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Des organismes marins coiltme certains Tuniciés ou Mollusques se défendent au moyen de

sécrétions acides qui peuvent en outre les protéger contre la prédation par les Poissons

(Thompsorq 1988). Certains micro-organismes sécrètent des biosurfactants qui pourraient être

utilisés comme agents anti-salissures (Busscher et aL,1996).

D'autres part, des extrais methanoliques d'une plante terrestre Derris scandens ont montré

une inhibition de la croissance de biosalissures: 4 espèces de diatomées et 7 espèces de

bactéries (Sawant et aL,1995).

Jusqu'à présent, les potentialités anti-salissures de ces agents biologiques naturels n'ont pas

été utilisées à l'échelle industrielle, peut être en raison du coût trop élevé de leur

développement.

Des méthodes de lutte biologiques peuvent être aussi utilisées: par exemple, l'élimination

des salissures végétales en ostréiculture par des consommateurs comme Littorina littorea L.

(Enright et aL,l984).

1.8.2. Méthodes phvsiques

1.8.2.1. Filtres diven

La première méthode de lutte contre les biosalissures est la filtration à I'aide de filtres

rotatifs, filtres à débris ou à coquillages, qui permettent de collecter et d'évacuer les organismes

et débris transitant dans I'eau, notamment les algues, les coquilles et les méduses (EDF, 1996).

1.8.2.2. Flnx

Selon Wolfaardt et Cloete, (1992),les taux de colonisation bactérienne diminuent avec

I'augmentation du flux de I'eau. Les larves des organismes marins ne se fixant pas à des

vitesses de circulation de I'eau supérieures ou égales à 1,5 m/s, les circuits peuvent être conçus

de manière à dépasser ce seuil (Whitehouse et aL,1985).

1. 8. 2. 3. Traitement thermique

Le traitement thermique peut constituer un procédé efficace. Cependant, il est souvent

difficile de maintenir les températures de traitement sur la totalité des installations (Sakaguchi,

1989 b et |99Z;Khalanski, 1993).

Chez la moule marine (Mytilus edulis galloprovincialis) de taille moyenne 50 mm, la

résistance diminue avec la température de traitement: le temps nécessaire pour tuer 50 %o de la

population est de 110 h à20"C,9 h à 30oC et seulement I h à40oC. En dessous de 30oC, les
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moules jeunes sont plus résistantes que les moules âgées, mais ce rapport s'inverse au dessus

de 40"C (Sakaguchi, 1986).

Chezlamoule brune tropicale Perna indica, de taille 9 mm, 100 % de mortalité est atteinte

à la température de 38oC en 120 min (Rajagopal et aL,1995). La mortalité dépend de l'âge des

moules, les jeunes étant plus sensibles. Au delà de 30oC, ces moules montrent une réduction

progressive des activités physiologiques comme le taux de filtration, l'activité de nutrition et la

production du byssus.

L'efficacité du traitement augmente avec la fréquence des traitements et pendant la période

d'installation des moules. Le traitement affecte aussi les hydroides qui servent comme support

d'installation de moules juvéniles (Sakaguchi et aL,l989).

En France, le traitement thermique en centrale électrique consiste à échauder

périodiquement les circuits en maintenant une température d'au moins 40oC pendant au moins

t heure. Une partie de I'eau chauffée est recirculée et dirigée vers la prise d'eau pour empêcher

la fixation des biosalissures sur la partie du circuit située en amont du condenseur. Toutefois,

ce procédé implique de lourdes dispositions constructives et des contraintes d'exploitation

importantes et ne supprime pas tout recours à un traitement supplémentaire contre les dépôts

organiques (Khalanski et Lutz, 1 987).

1. 8. 2. 4. Rayonnement ultrwiolet

Cette méthode est utilisée pour la stérilisation des eaux potables, mais son application est

fortement limitée en raison notamment de la turbidité généralement élevée des eaux

industrielles (Whitehouse e/ aL, 1985) et de la difficulté de traiter en général I'intérieur des

installations.

1.8.2.5. Ultrasons

Les traitements par ultrasons seraient susceptibles de détruire ou d'immobiliser les larves de

moule (Khalanski etLutz,lgST). Selon Whitehouse et al. (1985), un traitement à 20 KHz,

l0 Wcm2 durant 20 secondes réduit de 60 %olafixation des moules. Cependant, en eau de mer

les ultrasons pourraient générer du chlore, déterminant alors des effets toxiques secondaires.

1. 8. 2. 6. Méthodes électriques

Un choc électrique de 100-400V sous une fréquence de 100 Hz pendant 0,25 secondes

provoque 60 Yo de mortalité chez des larves de moules (Whitehouse et aL,1985). Les 100 %
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de mortalité pourrait être atteints avec cette méthode, mais le coût élevé et la formation de

chlore par électrolyse de I'eau limitent son utilisation à grande échelle'

1.8.3. Méthodes mécaniques

En centrales électriques, les salissures peuvent être éliminées en continu par le passage de

boules tampons, ou par nettoyage lors des mises hors d'eau, ou grâce à I'intervention de

plongeurs (Khalanski etLutz,l987; EDF,1996). Toutefois, ces nettoyages sont souvent longs

et coûteux et généralement difficiles à réaliser en fonctionnement (Khalanski, 1994).

1.8.4. Méthodes chimiques

1.8.4.1. L'ozone

L'ozone est un agent bactéricide utilisé dans le traitement de I'eau potable et des effluents

industriels (Whitehouse et aL, 1985; Strittmatter et aL, 1993). Toutefois, il est difficile

d'obtenir sa distribution uniforme dans I'eau. L'injection dewait avoir lieu à quelques mètres des

circuits à protéger. En eau de mer, I'utilisation de I'ozone libère des molécules de brome. La

concentration en injection continue pour lutter contre la moule marine Mytilas edulis est entre

0,25 et0,5 mglL.

Cependant en raison de son coût élevé et des difficuttés de mise en oeuwe, la méthode de

traitement à I'ozone n'a pu être généralisée à grande échelle.

1.8.4.2. L'acroléine

L,acroléine a été proposée comme agent anti-salissure, mais le coût élevé des traitements

par rapport à la chloration et le danger toxique lié à son utilisation sont des facteurs limitants'

malgré son efficacité vis-à-vis des larves de moules en tests de laboratoire (Whitehouse eî aL,

1985) .

1.8.4.3. La chloration

La chloration est le procédé le plus largement utilisé à ce jour dans le monde, en raison des

avantages suivants (Khalanski et Lutz, 1 987):

* efEcacité prouvée contre les macrosalissures et le film bactérien,

* possibilité de produire à volonté in situ les solutions de traitement par électrolyse de I'eau

de mer, ce qui évite, en bord de mer, le transport et le stockage de produits souvent

dangereux, mais sans supprimer complètement les risques.

t coût suPPortable.
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Le contrôle du film bactérien peut être réalisé par injection de 2 à 10 mgil de chlore

pendant 10 à 20 minutes tous les 4-8 heures (whitehouse et al., 1985). Le chlore est en

général utilisé pour lutter contre la proliferation des moules et la chloration continue à faible

concentration permet également le contrôle du filrn biologique. La chloration à forte dose

(>50 mg/L) est utilisée pour limiter le développement excessif de la moule zébrée (Khalanski,

lgg3). Toutefois et en raison de la genèse de trihalomethanes par la chloration d'eaux marines,

cette technique a été parfois limitée (Ketelaars et Wagenvoort, 1995)'

- Chimie du chlore dans les eaux naturelles

Le chlore actif est injecté dans les circuits d'eau sous forme d'hypochlorite de sodium

CNaCIO). Il est produit en continu par électrolyse de I'eau de mer dans les stations de pompage

des centrales côtières. Les réactions chimiques qui suivent I'injection dans I'eau diftrent selon

la salinité du milieu (Khalanski etLutz,1987)'

En eau douce, à pH basique (voisin de 8), le chlore injecté se trouve en proportions à peu

près égales sous la forme d'acide hypochloreux (HClo) et d'ions hypochlorites (Clo-)

constituant le "chlore libre". Le chlore libre réagit avec l'azote ammoniacal pour former des

chloramines qui constituent le "chlore combiné"'

Ces réactions rapides s'accompagnent d'une destruction de I'ammoniaque contenue dans

l,eau. La proportion relative de chacune des espèces du chlore combiné dépend du rapport

initiat des concentrations en chlore et en azote ammoniacal.

Agissant comme toxique cellulaire, le chlore libre détruit les organismes fixés ou en

suspension dans l'eau, les bactéries étant généralement plus sensibles que les végétaux et les

animaux. Le chlore combiné participe à l'effet toxique'

Le chlore libre réagit également avec les matières organiques dissoutes. Ce type de

réactions, beaucoup plus lentes que les précédentes (quelques heures), conduit à la formation

de petites quantités de composés organohalogénés, principalement un trihalométhane: le

chloroforme (CHClr) et des chlorométhanes (CFIzCl, CH3CI)'

En eau de mer, les ions bromure (Br ) présents dans ce milieu à la concentration de

60 mglL,sont oxydés immédiatement en ions hypobromites (brome libre) par le chlore libre:

CIO-+ Br--+BrO-+ Cf

Aux réactions précédentes de chloration de l'azote ammoniacal en eau douce, se

superposent dans l,eau de mer des réactions similaires qui conduisent à la formation rapide de

bromamines constituant le "brome combiné" (NH2Br, NHBr2, NBr3). Comme le chlore, le
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brome libre produit des haloformes dont le plus abondant est le bromoforme (CHB13)

La chloration des eaux naturelles aboutit à la formation de composés oxydants (chlore et

brome libres et combinés) regroupés sous I'appellation globale d'oxydants résiduels totaux et de

composés organohalogénés (haloformes) beaucoup plus stables que les oxydants résiduels

totaux.

EAU DOUCE EAU DE MER

: Br-

I Hoct <-1 clo- 'l * . I HoBr é+ Bro- |
|  
- l  

l - l
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, - t /

\ 
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\/'*-**
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(CHBrr. . . . )

NH3

\

Trihalométhanes
(cHcl3... .)

,7
Chloramines -à

\
ç- Bromamines

/

- tmpact sur le milieu aquatique

La toxicité induite par la chloration est due aux oxydants résiduels (Khalanski et Lutz,

1987). Selon ces auteurs, le passage dans le canal de rejet de la centrale de Gravelines conduit

à une mortalité de 30 vo au maximum pour les principaux groupes zooplanctoniques:

copépodes, larves d'annélides, de cirripèdes et de crabes (lO % de mortalité par effet

mécanique dû au transit dans les circuits + l0 Yo de mortalité du fait de l'échauflement au

condenseur + lOoÂ de mortalité par chloration)'

Chez les clams asiatiques (Corbicala fluminea),1'effet de la chloration dépend fortement de

la température. A 2}-25"C,des niveaux de 0,25'0,40 mg/L de chlore résiduel total empêchent
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le développement de ces mollusques quelques soit leur taille pendarfi 2 à 4 semaines, alors que

les effets sont minimes à 12-15'C (Belanger et a1.,1991). Selon Doherty et al. (1986), des

mortalités élevées (53 %) sont obtenues à des concentrations de chlore résiduel total (TRC)

comparables (0,2 à 1,0 mgll) à des températures de plus de 18oC, et il n'y a pas de différence

significative dans I'efficacité du chlore dans le contrôle des stades adultes et juvéniles. Les

études de terrain montrent une influence importante de la température: au printemps, lorsque

celle-ci est comprise entre 20 et 25"C, on observe 90 % de mortalités après 28 jours

d'exposition à une concentration de 0,25 mglL de TRC, contre seulement 23 % en automne

avec une concentration double (0,50 mg/L), alors que les températures ont baissé de 20 à

Tz"C.

La chloration peut causer des effets indésirables sur des organismes non-cibles comme les

poissons. par exemple, chez les larves du milkfish (Chanos chanos), les concentrations

nécessaires pour tuer 5Q Yo de la population ou CL5s molennes pour une heure de traitement

sont 1,3 et 1,7 mg/L respectivement pour des larves âgées de 8 et 17 jours après éclosion et la

mortalité augmente avec la concentration en chlore (Chien et Chou, 1989).

Chez les larves du hareng atlantique Clupea harengus,la CLso (30 min) étart 0,63 mg/L en

concentration initiale pour 30 min d'exposition et 0,36 mglL en concentration initiale pour

24 h d'exposition (Dempsey, 1936). D'autres espèces du zooplancton, par exemple des

crustacés, peuvent être affectées dans les centrales électriques (Karas, 1992).

D'après pfister et aI (lgg4), il existe des formulations à base de chlore comme le

niclosamide (5,2'-dichloro-4'-nitrosalicylanilide) et le bayluscide (sel de 5,2'-dichloro-4'-

nitrosaficylanilide - ethanol amine) dont I'application en essais de laboratoire contre I'escargot

d'eau douce Indoplanorbis exustus., vecteur de trématodes en présence du poisson zèbre

(Brachydanio rerio),permet lO0 yo de mortalité chezles escargots sans aucun effet observable

sur les poissons.

Ainsi, la toxicité de la chloration change selon la nature chimique du chlore utilisé, la durée

d'expositiorg la température de I'eau, I'espèce cible, l'âge et il est donc difficile de donner une

conclusion générale quant à l'écotoxicité de ce traitement.

t. 8. 4. 4. Métaux toxiques

Si les métaux et leurs dérivés ne sont normalement plus utilisés dans les traitements des

circuits hydrauliques, ils servent toujours conrme agent anti-salissures externes notamment

dans les peintures des bateaux.
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- Se/s et dérivés d'étain

Des peintures à base d'étain ont été utilisées depuis longtemps afin d'empêcher la fixation

des biosalissures (Benitez et aL,7985;Messiha et lkladious, 1986), notamment sur les bateaux

dont elles gênent le démanage et diminuent la vitesse (Nagatomo et aL,1993)' Toutefois, les

étains organiques, qui assurent une excellente protection contre les biosalissures pour un coût

très compétitif, sont toxiques à des concentrations extrêmement faibles pour des organismes

non cibles comme certains coquillages et d'autres organismes marins (Khalanski etLutz, 1987)'

Certains auteurs proposent des poisons organiques notamment I'oxyde de tributyl étain qui a

un effet sur I'activité des enzymes du métabolisme glucidique dans le tissu musculaire des

moules et des balanes (Shapiro et Bobkova, 1986)'

Actuellement, la pollution marine causée par les matières actives des peintures anti-

salissures notamment à base d'étain constitue un problème pour l'écologie marine (Nagatomo

et aI,1993). par exemple, des traces d'organostanneux sont retrouvées dans des échantillons

d,eau provenant de plusieurs ports, estuaires, etc. (Cleary et Stebbing, 1985; Anas et aL,1986;

Ebdon et aL,1988; Lenihan et aL, 1990). Ces produits sont toxiques chez de nombreuses

espèces notamment chez l'Homme (Baumann, 1991)'

La contamination par le tributylétain (TBT) a diminué à la suite de I'introduction d'une

législation interdisant I'utilisation des peintures à base de TBT par les navires de moins de

25 m delong @van s et aL,1995): des niveaux de pollution élevés ne sont maintenant atteints

en général que dans des milieux confinés comme les ports'

L'utilisation de peintures à base de TBT pour le contrôle des biosalissures en

conchyliculture est nuisible par exemple pour la croissance et la survie des juvéniles de

coquilles Saint Jacqu es pecten mûcimus, mais sans affecter les adultes. Elle provoque chez les

huîtres Crassostrea gigas des taux de mortalités élevés, une réduction de la croissance et un

épaississement des coquilles (Paul et Davies' 1986)'

Les mollusques sont très sensibles aux dérivés d'étain, par exemple, les moules Perna viridis

et Mytilopsis sallei et I'huître Saccostrea cacullata ont des CLso (28 jours) respectives de 0,28,

13 et 10 pglL enprésence d'oxyde du tributylétain (TBTO) (Karande et aL,l993)'

De plus, l'étain et ses dérivés sont réputés pour leur caractère bioaccumulatif. Pour une

période d,essai de plus de 4t semaines, les huîtres Crassostrea gtgas accumulent jusqu'à

t,4l mg/kg d'étain total (dont 0,87 mglkg de tributylétain), mais elles en éliminent 90 % lors

d,un traitement de dépuration. Les juvéniles de coquilles St Jacques Pecten macimus
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accumulent 2,5 mglkgd'étain total (dont 1,86 mg/kg de tributylétain), mais n'en éliminent que

20-40 oÂ (Davies et al-,1986).

L,une des caractéristiques de I'exposition à l'étain est la modification du sex-ratio au profit

des mâles chez les gastéropodes (Saavedraet aL,1990; Evans et aL,1991, Evans et uL,1995;

etc.). Toutefois cette imposition du sexe ou "imposex", utilisée comme bioindicateur au TBT,

n,est pas spécifique pour l'étain (Evans et al., 1995). Selon Etlis et Pattisina (1990), la

masculinisation des gastéropodes par le TBT constitue un problème mondial et pourrait servir

d'indicateur des zones contaminées par ce produit'

Chez d,autres espèces comme I'algue marine Acetabularia mediterrsnea, des effets toxiques

ont été détectés à des niveaux aussi bas que 2 vglL de TBT en laboratoire (Baumanrq 1991)'

De même, les tuniciés sont très sensibles aux composés d'étain organique (Cooper et al',

1995), par exemple chez I'espèce Ciona intestinalis I'activité de phagocytose est affectée in

vitro àune concentration de 1,5 pM de TBT'

Chez des juvéniles du saumon chinook Oncorhynchus tshawytscha adaptés à I'eau de mer

durant des essais en mode statique, les concentrations létales moyennes (CLso) de TBTO sont

54,ZO et 1,5 pg de TBTO/L après 6, 12 et96 heures respectivement. Les CLso diminuent de

façon logarithmique avec le temps d'exposition entre 12 et96 h (Short et Thrower, 1987)'

Chez des rats Winstar en gestation, on observe des effets de salivation, une chute de poids

et une dénutrition au dernier stade de gestation pour des doses élevées (l à 16 mdkg)

d,acétate de tri-n-butylétain (TBTA). L'atrophie du thymus est aussi observée comme dose-

dependante au Z1"jour de gestation et I'exposition à des doses élevées augmente à la fois la

mortalité des embryons et foetus, et I'incidence des altérations tératogènes (Noda et aL,199l)'

Le chlorure de triphenylétain (TPTC), largement utilisé jusqu'à une date récente comme

agent anti-salissures dans les filets de pêche côtière ou pour les navires, est un agent mutagène

induisant des abenations chromosomiques durant la phase G2 du cycle cellulaire (Sasaki et al',

lgg4). Des efFets clastogènes ont été observés sur des cellules CHO KL du Hamster chinois

suite au traitement par des tri-n-butylétains et triphenylétains (Sasaki et aL,1993)'

- Le cuivre

Dans les eaux côtières marines, une diminution de la quantité de plomb et d'argent avec une

augmentation des quantités de cuiwe a été observée, ce qui est dû au remplacement des

peintures anti-salissures riches en plomb ou en argent par des peintures riches en cuivre

(wright et zamuda, l99I;stephenson et Leonard , lgg4). Le cuiwe peut être introduit dans le
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milieu à I'aide d'électrodes cu/Al ou cuÆe qui libèrent des concentrations de I'ordre du py'L

dans le système àtraiter (Davenport et a1.,1986). Il pourrait être aussi utilement associé dans

des peintures à des microcapsules d'antibiotiques coîrme la tétracycline (Peterson et aL.,1993).

L,addition de complexes dans les peintures capables de relarguer du cuivre dans le milieu a

également été citée (Mckay et aL,l987)

L,efficacité de composés à base de cuiwe contre les cellules d'algues' un des premiers

maillons du système des salissures dans les circuits hydrauliques, a été citée par Ludyanskii et

Solonin (19g6) et Johnson (lgg2). Toutefois, certaines biosalissures rencontrées sur les

bateaux comme la diatomé e Amphora coffeaeformls possèdent des mécanismes de tolérance

vis-à-vis du cuiwe: la complexation à I'intérieur des cellules, mais aussi la fixation à la surface

des cellules ou au mucus avant l'élimination @rown et aL,1988).

Dans un estuaire tropical (Anil et wagh, 1988), une accumulation du cuivre jusqu'à une

concentration de 864,7 pg de Cr-/g de poids sec a pu être observée chez te cinipède Balanus

amphitrite.

Chez les mollusques bivalves, le cuivre peut affecter la consommation d'oxygène (Rao et

Balaji, 1991), mais surtout il peut être accumulé dans les tissus. Par exemple, chez Mytilopsis

sallei,l,accumulation est directement proportionnelle à la concentration de cuiwe présente

dans le milieu. pour des concentrations d'exposition allant de 120 à 1080 pglL, ce bivalve est

capable d,accumuler des concentrations allant de 50-72 trt'glg, 58-94 p,glg, 69-L05 vglg et 77-

113 1:,glgrespectivement après 24, 48, 72 et 96 heures d'exposition (Rao et Balaji, 1990)' Les

coquilles Saint Jacqu es Pecten mæcimus et les huîtres Crassostrea gigas accumulent le cuiwe

dans leur glande digestive ou dans leur organisme en totalité jusqu'à des teneurs respectives de

280 ou 790 mgkg(Davies et Paul, 1986)'

1.8.4.5. Autres agents

Divers produits comme des amines grasses, le formol, le glutaraldéhyde et de nombreux

autres biocides comme des ammoniums quaternaires, bien que n'apparaissant pas explicitement

comme agenrs anti-salissures dans notre recherche bibliographique, sont cependant utilisés

dans cet usage.
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hésentûion du MseI@ 132

Effets létaux du
vis-à-vis du

Mexel@ 432, un agent anti-salissures industriel
développement embryo-larvaire de la carpe:

une étude expérimentale

1. INTRODUCTION

1.1. Présentation du Mexel@ 432

Le Mexel@ 432 est un nouvel agent anti-salissures de surface, qui présente aussi des

propriétés anticorrosion et anti-tartre et qui est proposé pour remplacer ou compléter les

procédés de traitements dans les circuits hydrauliques marins ou d'eaux douces.

Le Mexel@ 432 est commercialisé par la société ME)GL dont le siège se trouve à

Haubourdin" 59481, France. Il se présente sous forme d'une émulsion blanchâtre très

visqueuse, dont la densité est proche de celle de I'eau. Il contient plus de 80 7o d'eau, le reste

étant constitué notamment d'amines grasses synthétisées à partir de produits d'origine naturelle.

1.1.1. Composition élémentaire du Mexel@ 432

Les études réalisées chez EDF/DER (Allonier et aL, en préparation), font apparaître une

humidité comprise entre 8l Yo et 85 Yo. L'analyse de la matière sèche montre une part

déterminante des atomes oxygène, carbone, hydrogène et azote (environ 95 yo de la masse

totale) (Tableau 4).

Le Mexel@ 432, dont la composition exacte n'est pas donnée pour des clauses de

confidentialité, ne contient ni halogènes (chlore, brome) ni métaux" à I'exception du nickel

(environ 10 mg/kg dans la fraction sèche).
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Wolff IPL LHRSP
Humidité
Cendre

C
H
N
o
P

S,F
Cl,  Br, I

Ca
Mg

Al total
Fe total

Cd
As, Se

Ag, Cr total, Sn
Pb
Zn
Ni

Ammonium
quaternaire

Spectre infra rouge

g3,6yo

<0,05 Yo
17,6 yo

TI,5 YO
2 ,1yo
67,4 oÂ

<0,10 0/o

<0,30 0/o

:

Bandes amines et
aliphatiques

85%

:

o,oooz N
< 0,0001 %
< 0,0001 %
0,0008 %

<0,02 mg/kg
< 0,05 mglkg
< 0,1 mg/kg
<0,2rnglkg
0,12 mglkg
10 mglkg

8r,59 yo

17,36 0Â

1I ,22Yo
l,96 yo

63,56yo
0,20 yo

< o,oôos %

Tableau 4. Composition élémentaire du Mexel@ 432 (Allonier et al. en prénarationl

llolff: Iaboratoire Wolff, analyses - expertises - recherches. 92110, Clichy. IPL: Institut
Pasteur de Lille. LHRSP: Iaboratoire d'hygiène et de recherche en santé publique.
5 4 5 I 5, Vandoeuvre-Le s-Nancy.

1.1.2. Composition moléculaire da Mexct@ 432

Le Mexel@ 432 est constitué principalement, selon le fabriquant, de trois composés ou

familles de composés:

La famille A : Elle se présente sous forme d'un liquide épais, incolore qui se dissout dans

I'eau en moussant. Elle est formée de diamines grasses (chaînes aliphatiques comportant une

amine primaire et une amine secondaire) et possède des propriétés filmantes. Elle constitue

13,4 Yo en poids du Mexel@ 432, soit 67 Yo du résidu sec.

R-NH-(CHr)2-NH2

R: Chaîne saturée et monoinsaturée de I I à 24 atomes de carbone avec majoritairement

18 atomes de carbone. L'hétérogénéité de la famille A peut être vraisemblablement attribuée à

l'origine naturelle des produits de base.
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La famille B : Elle joue le rôle d'un émulsifiant non ionique, peu adsorbant, qui assure la

stabilité des micelles composées avec les constituants de la famille A. Elle se présente sous

forme d'un liquide marron qui prend en masse au contact de l'eau, mais dont la dissolution est

totale après agitation vigoureuse. Elle est constituée d'amines tertiaires de poids moléculaire

élevé et représente 3,2 yo en poids du Mexel@ 432, soit 16 Yo du résidu sec.

,.-(CH2OCHzO)xn
R-N-(cH2ocH2o)yH

x*Y:  4  à27

R: Chaîne de 19 atomes de carbone pour la série saturée ou de 18 atomes de carbone pour

la série monoinsaturée. Les composés de la famille B sont également d'origine naturelle.

Le constituant C : Il s'agit du 2 -amino-2méthyl-1-propanol jouant le rôle de solvant. C'est

un liquide incolore, facilement soluble dans I'eau. Il représente3,4Yo en poids du Mexel@ 432,

soit 17 o/o du résidu sec.

CH3 --...- .. 
NH,

ClH3 'tC=- C"'O"

Au total, le Mexel@ 432 est constitué de plus de 85 composés diftrents, pour la plupart

d'origine naturelle.

La DCO (demande chimique en oxygène) est2604,2104 et 1669 mgÆ- respectivement pour

les produits 4 B et C. Pour le Mexel@ 432,laDCO est 473 mglL (DCO calculée) et 596 mgtL

(DCO mesurée).

La demande biologique en oxygène (DBO) du Mexel@ 432 mesurée par respirométrie est

nulle à partir de la concentration 3,0 mg[L en raison d'un effet bactéricide apparaissant à partir

de la concentration I mglL en Mexel@ 432.

En raison de sa composition chimique, le Mexel@ 432 présente des propriétés de tensioactif

ou surfactant.

1.1.3. Quelques proprtefts des tensioactifs ou "sudactants"

1 .1.3.1 . Génénlites, propiétés physico-chimiques

Dès les années 1950, les agents de surface coûlme les savons naturels ont été remplacés par

des surfactants synthétiques offrant de nouvelles applications et leur utilisation a augmenté de
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manière importante (Malz, 1997). Les détergents deviennent des polluants universels dans les

années 1950 à partir desquelles on a commencé à s'intéresser à leur toxicité. L'introduction

générale de détergents rapidement biodégradables en 1965 a relancé la recherche de nouveaux

produits (Abel, 1974).

Les tensioactifs ou surfactants possèdent une structure caractéristique qui consiste en la

présence d'un groupement possédant une attirance très faible pour I'eau, le groupement

hydrophobe, lié à un groupement possédant une attraction très forte pour I'eau, le groupement

hydrophile. Le tensioactif, grâce à la présence du groupement hydrophobe, a tendance à se

trouver plus concentré aux interfaces gazlliqulide, tiquide/liquide et liquide/solide (van Gnkel,

T996).

En général:

a) Anioniques
cH:- (cI-I2)y

-.r -{-l-sa
," \--J

cH3- (cH2)x

b) Nonioniques

CH: - (CHz).- O - (CHz- CHz- O)"- CHz- CH2- OH
c) Cationiques

CHs
I

CHs - (CHz).- It - CHs f

CHs

Hydrophobe HydroPhile,o

Alors que la partie hydrophobe est habituellement une chaîne hydrocarbonée, aromatique ou

aliphatique, la partie hydrophile peut porter une charge négative (surfactant anionique), une

charge positive (surfactant cationique), à la fois une charge positive et une charge négative

(surfactant amphotère ou anphiphile) ou une chaîne polymérique polyoxyethylene (surfactant

non ionique).

Le groupement hydrophobe varie peu d'un surfactant à un autre (Allonier, 1995). En

général, il s'agit de longues chaînes hydrocarbonées dont les principaux qæes sont les chaînes

alkyles ramifiée ou linéaire, les alkyl benzènes, les alcools, les alkyles phénols, les

N.B. ta partie lrydrophile est en caractère gras italique
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polyoxopropylènes, etc. Les radicaux hydrocarbonés possédant 10 à 20 atomes de carbone

sont les plus employés. Commercialement, il existe deux principales sources

d'approvisionnement de ces radicaux en quantité suffisante et à prix raisonnable. l'agriculture

(huile végétale ou suif animal) et I'industrie pétrolière.

Certains micro-organismes (Pseudomonas, Acinetobacter, Micrococcus, Candida,...) sont

capables de fabriquer des biosurfactants' ayant des propriétés parficis diffËrentes de celles des

surfactants synthétiques et permettant de nouvelles applications industrielles: plus efficaces et

plus spécifiques, ils sont habituellement non toxiques pour l'Homme et biodégradables (Pana et

aL,1989).

1.1.3.2. Phénomène de surtace et adsorption

Les tensioactifs ou "agents de surface actifs" ont la propriété de se concentrer à la surface et

aux interfaces de solutions aqueuses. Ainsi, à la surface et aux interfaces liquide-solide et

liquide-gaz, les molécules tensioactives s'orientent avec leur groupement hydrophile dans I'eau

et leur groupement hydrophobe aussi loin que possible dans une direction opposée, mais à une

distance qui reste compatible avec les dimensions moléculùes, la géométrie et les forces

intermoléculaires s'exerçant sur la molécule (Allonier, 1995). Toutefois, selon Myers, (1997),

les interactions des surfactants en solution sont très complexes (Figue 3). Elles dépendent

notamment de la structure chimique des surfactants et de facteurs externes comme la

température, le pFl la présence de cosolutés, etc. Alors que la plus part des surfactants

cofirmuns ont une solubilité substantielle dans I'eau, cette caractéristique peut changer

significativement avec la longueur de la partie hydrophobe, la nature du groupe de tête (groupe

polaire), la charge ionique et d'autres paramètres environnementaux des solutions.

1.1.3.3. Micelles

Selon Abel (1974), outre leur tendance à se concentrer sur les surfaces, la présence de

groupements hydrophiles et hydrophobes confere aux surfactants la capacité de réduire la

tension superficielle des solutions et de former des micelles quand leur concentration en

solution dépasse une certaine concentration critique.

La formation des micelles résulte de I'agrégation d'un grand nombre de molécules

tensioactives (Figure 3). La taille et la dispersion des micelles sont sensibles à des facteurs

internes (structure hydrophobe, type du groupe de tête, ...) et externes (température, pression,

p[ contenu en électrolytes, ...). La concentration micellaire critique est la concentration à
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partir de laquelle tout apport en produits se retrouve sous une forme micellaire. Les micelles

sont en équilibre avec les monomères et le passage entre les deux états se fait facilement. Dans

un surfactant, la longueur de la chaîne d'hydrocarbones est le facteur majeur déterminant la

concentration micellaire critique (Myers, 1997).

1 .1 .3.4. Que/gues apPlications

Les surfactants se distinguent spécialement par leur capacité de mouillage et leur efficacité

comme émulsifiants. Certains surfactants s'adsorbent facilement sur les surfaces. Ces propriétés

font que les tensioactifs apparaissent dans des domaines divers comme I'agriculture (De Ruiter

et aL, 1992; Shilting et aL, 1990; Roeyneberg et aL, 1992; Grayson et aL, 1995), le textile

(Martin et aL, 1989; Nolte et aL, 1995), les détergents (Schwuger, 1997), les agents de

corrosion (plus la chaîne hydrocarbonée est longue et plus il y a de l'éthylène oxyde CHzCHzO,

plus la corrosion est inhibée) (Abdatlah, 1994; Claas et aI, 1986), cosmétiques (Rieger et

Rhein, lggT), etc. Certains surfactants ont des propriétés antimicrobiennes ce qui explique leur

;{{rï'#î::"
Solution de monomère. \ 

'-

/a 
*#

la Y
,t / 

\hP 

cristauxriquides

#\
adsorption à I'interface liquide/liquideadsorption à I'interface solide/liquide

Figure 3. 'spectrer des interactions de surfactants en solution aqueuse

(d'anrès Mvers. t997)
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utilisation conrme biocides (van Gnkel, 1996).

1 . 1 .3. 5. Toxicité. écotoxicité

L'utilisation intensive des surfactants dans de nombreuses applications rend nécessaire la

connaissance de leurs propriétés pour mieux évaluer les risques qu'ils font courir pour la santé

humaine et I'environnement.

Propriétés biochimiques des surfactants (Sterzel, L997 ):

Interactions avec les membranes biologiques: étant donné leur capacité à s'adsorber

aux interfaces, les surfactants peuvent réagir avec les membranes biologiques. Cette interaction

dépend de la concentration du surfactant. Lorsque celle-ci augmente, les monomères

s'adsorbent tout d'abord sur la surface de la membrane, ce qui en modifie la perméabilité aux

concentrations faibles et aboutit à une lyse cellulaire aux concentrations élevées. Lorsque la

concentration augmente encore, la structure lamellaire de la membrane étant détruite, celle-ci

est solubilisée. Les phospholipides sont séparés des protéines qui sont solubilisées de façon

significative quand la concentration critique micellaire est dépassée.

Interactions avec les protéines: les interactions avec les protéines sont de nature

polaire ou hydrophobe. Elles dépendent notamment de la concentration en surfactants libres,

du pH, de la température et de la concentration ionique de la solution. Suivant leur structure

chimique variée (anionique, cationique, amphiphile ou non ionique), les surfactants difièrent

dans leur capacité de liaison aux protéines et par conséquent diffèrent dans leur activité

biologique.

Interactions avec les en4yme*' les surfactants anioniques et cationiques qui sont

capables de liaisons massives induisent des changements conformationnels des protéines qui

généralement perdent leurs activités biologiques. Dans le cas des enzymes fixées aux

membranes, I'inactivation résulte de leur séparation des lipides membranaires ou de la fixation

de surfactants sur les sites actifs des enzymes. Les effets de certains surfactants cationiques sur

les protéines sont réversibles.

Les surfactants se retrouvent dans les écosystèmes naturels avec des effets détergents ou

biocides. Les surfactants peuvent être toxiques vis-à-vis des bactéries, des algues, des daphnies

et des poissons à des concentrations inferieurs à | mgtL (Lewis 1990, Schôberl a al, 1988 in

Van Ginkel, 1996). Les algues ne sont sensibles qu'aux surfactants cationiques (Lewis, 1991).

Pour les organismes aquatiques, la toxicité chronique (>48 h pour invertébrés et > 96 h

pour poissons) des surfactants anioniques et non ioniques apparaît à des concentrations
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supérieures à 0,1 mgil (Lewis, 1991): par exemple, chez Daphnia magna, des effets

chroniques de divers non ioniques alkyl ethoxylates apparaissent entre 0,1 à 1,0 mglL.

Selon Lewis (1991), la gamme (en mg/L) où apparaissent des effets pour les poissons est

0,05 - 28,0 (surfactants anioniques), 0,05 - 50,0 (nonioniques), et 0,05 - 0,46 (cationiques). La

gamme (en mgll) pour les invertébrés est 0,04 - >10,0 (anioniques), < 0,1-20,0 (nonioniques),

et 0,009-1,27 (cationiques).

Chez les poissons, des effets sur "l'olfaction", la respiration et la physiologie des branchies

sont les effets les plus souvent cités en exposition à des surfactants anioniques (Lewis, 1991):

par exemple, des perturbations des mécanismes de contrôle adrénergique et une vasodilatation

au niveau des branchies du saumon ont été observées à des concentrations en LAS (Linear

Allcylbenzene Sulfonate) égales ou supérieures à 0,6 mg/L (Bolis et Rankin, 1978, 1980 in

Lewis, 1991).

La réaction comportementale la plus observée chez les poissons est la réaction d'évasion

(Lewis, l99l): par exemple, l'évasion au contact de divers surfactants anioniques a été

observée à des concentrations de 0,002 à 0,40 mglL. Hôglund (1976) in (Lewis, l99l) a

indiqué que la morue fuit le suif alkyl éthorylé à la concentration 0,002 mglL.

D'autres fonctions comme la nage et la nutrition ne sont affectées qu'à des concentrations

plus élevées, par exemple entre 0,2 et 5,0 mgil pour des effets du LAS chez la truite, le

poisson rouge, la morue et la carpe (Lewis, 1991). Mais, certains auteurs indiquent que les

effets sublétaux sont réversibles (Maciorowski et aL,1977 tnl.ewis, 1991).

1 . 1 .3.6. Biodégndation

Selon van Ginkel, (1996), les surfactants sont susceptibles d'être biodégradés par des

mélanges de micro-organismes. Seuls les alkanes sulphonates, allcyle sulphates et les

alkylamines peuvent être complètement minéralisés par un seul micro-organisme. En général,

I'attaque s'effectue par une fission centrale des surfactants libérant la chaîne hydrophobe sous

forme d'alcools, alkanals ou acides alkanoides; une seconde stratégie des micro-organismes

pour métaboliser les chaînes alkyls consiste en une réaction d'orydation.

Les amines grasses éthorylées contiennent de 2 à 50 groupes EO (CH2-CH2O) rattachés à

I'atome d'azote. Sawyer et aL (1956) in (Van Gnkel et aL,1993) ont montré que les amides

éthoxylées sont susceptibles d'être orydées par des bactéries. La biodégradabilité des amines

grasses éthoxylées diminue avec I'augmentation du nombre de groupe EO (Schtiberl et aL,

1988 in (Van Gnkel et aL,1993).
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hoduit testé
Biodésradarion

(%) après 28 iours (%\ à la fin du test (iours)

Suif bis (2-hydroxyethyl)amine"
Suif bis (2-hydroxyethyl) amine
Oleylbis (2-hydrorylethyl) amine
Oleylbis (2-hydroxyethyl) amine

Polyoxyethylene (15) amine de suif
Polyoxyethylene (15) amine" de suif
Polyoxyethylene (15) oleyl amine

600
52
63b
13

42
28
z3

64 (42)
74 (42)
s4 (126)

6r (2r4)
67 (2r4)
64 (126)

Tableau 6. Tests de biodégradation de diverses amines erasses éthoxvlées en bouteille

fermée durant 28 iours ou à la fin de tests proloneés (Van Ginkel el a/.. 1993).

a: chaîne a@l hydrogénée, b: addition de gel de silice. en gras: facilement

biodégradable.

CHE (CHz)xN(CH2CH2OH)2

CHr(CHz)xN(CH:)'

HN(CHTCHzOH)z

*,/CH2COOH
CHr(CHz)xN' ..

(CH:)z

cH3(cH2)xN(cHs),

(cH3)NCH2COOH

CH:(CHz)x-rCHO

,l,
CHs(CHz)x-TCOOH

,l/
,l,

co2 + H2o

Fisure 4. Modalités de désradation des dérivés d'amines grasses par des souches

pures de micro-ortanismes (d'après van Ginkel. 1996).

N.B. Les cases indiquent les produits qui seront dégradés par d'autres micro-organismes.
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La biodégradation via une oxydation initiale rapide de la chaîne alkyle des amines grasses

éthoxylées et des amides induit à la fois la perte des propriétés surfactantes de ces composés et

génère des composés non toxiques lors du couplage de tests de biodégradabilité avec des tests

de croissance chez l'algue verte unicellulaire Selenastrum capricornulum et de test de toxicité

aiguë chez Daphnia magta (Van Ginkel et aL,1993).

En général les micro-organismes dégradent les amines tertiaires en attaquant la liaison C"rU-

N par une déshydrogénation conduisant à la formation de diethanolamine (Figure 4).

1.1.4. Mode d'action du Mæel@ 432

Le Mexel@ 432 a des propriétés filmogènes (Van Laer, communication personnelle),

propriétés connues pour les amines grasses @egremont, 1979). En solution aqueuse,

le Mexel@ 432 forme une émulsion dont les micelles sont constituées des composés A et B.

Des micelles de B seul peuvent également se trouver dans l'émulsion. Sur les interfaces solide-

liquide, seul A se dépose pour former un film bicouche. Des couches supplémentaires, sans

doute plus instables, peuvent se déposer sur ce film. Il semble que les micelles soient plus

instables que le film déposé sur les parois (Allonier et Khalanski, 1996).

Le protocole d'injection du Mexel@ 432 doit donc être déterminé de telle sorte qu'il

permette la formation du film sur toutes surfaces à protéger. La durée du filnr, variable selon la

qualité de I'eau et sa vitesse, définit d'autres part la fréquence des injections du produit

(Allonier et aL, en préparation).

1.1.5. Devenir da Mexel@ 432 en solutions aqueuses

En solution dans I'eau, une baisse immédiate (quelques minutes) de la concentration en

Mexel@ 432 par rapport à la concentration nominale est observée ("demande immédiate")

(Allonier et aL, en préparation). Elle correspond au dépôt d'un film de Mexel@ 432 sur les

parois et varie de 4 à 16 yo pour des concentrations nominales comprises entre 12,5 et

100 mgll.. En eau de rivière, la demande immédiate est fortement augmentée: par exemple, elle

peut atteindre 70 %o ou plus dans une eau de Seine. Elle augmente avec la quantité de matières

en suspension.

La baisse immédiate de la concentration en Mexel@ 432 est suMe d'une "disparition lente"

d'origine physico-chimique ou bactérienne.
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Dans des eaux de laboratoire, la vitesse de disparition lente diminue avec I'augmentation de

la concentration du produit: par exemple, après 15 jours de conservation, le pourcentage de

disparition est de 15 0Â pour la concentration l0 mglL et 6 Yo pour la concentration 100 mglL.

Cette disparition du Mexel@ 432 est accélérée sous agitation par barreau magnétique et encore

plus par bullage d'air comprimé ainsi que par la présence de NaCl jusqu'à la concentration de

30 g/L. En eau de rivière, elle est beaucoup plus rapide qu'en eau déminéralisée en fonction de

la quantité de matières en suspension.

Une partie de la disparition lente pourrait être attribuée à une dégradation bactérienne. Au

laboratoire, les cultures de bactéries Pseudamonas aeruginosa se développent en présence de

Mexel@ 432 à faible concentration (10 mg/L) comme seule source de carbone. Aucun

développement bactérien n'est observé en absence du Mexel@ 432. A forte concentration

(l gL),le Mexel@ 432 aune action anti-bactérienne.

Concentration en MæeP a32 k/L) Présence de germes (après incubation 24 h)

0 absence de eermes
0.01 orésence de sermes en quantité très importante

0.1 orésence de sermes
1 absence de germes

Tableau 7. Développement bactérien de Psezdanrozas aerugizasa dans un milieu
contenant le Mexel@ 432 comme source du carbone (Allonier et Khalanski. 1996)

De même, diverses espèces bactériennes ont été mises en évidence dans des cultures

contenant comme seule source de carbone organique le produit A aux concentrations 0,1; I et

5 mglL,le produit B aux concentrations 5, l0 et 20 mglL et le produit C à l0 mglL (Allonier

et Khalanski,1996).

Des solutions de 10 mglL enMexel@ 432 dans une eau déminéralisée ensemencées avec des

souches bactériennes isolées de I'eau de Seine montrent, après 3 semaines d'incubation, des

taux de disparition variables selon les espèces. Par exemple de 40 et 50 o/o pour les bactéries

Pseudomonas fluorescens, Burkholderia cepacia et d'environ 80 à 98 yo pour les bactéries

Pseudomonas putidn et Stenotrophomonos maltophilia.

Toutefois chez les témoins, un taux de disparition de 40 Vo a été observé, peut-être dû à

I'adsorption sur les parois des récipients. Ainsi dans le milieu naturel, la disparition du

Mexel@ 432 pounait être attribuée en premier lieu à une adsorption sur les surfaces puis à une
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dégradation bactérienne.

1.1.6. Tortcilé du Mexel@ 432

1.1.6.1. Effets sur/es Mammifères

Chez le rat, une exposition au Mexel@ 432, admirnstré par voie orale, présente une

DLso (15 jours) de 7,8 g/kg pour les mâles et de 6,7 gÂg pour les femelles (Institut Pasteur de

Lille, information communiquée par le fabriquant).

1 . 1 .6.2. Effets sur /es micro-organismes

Le test Microtox, utilisant un réactif bactérien phospholuminescent (Photobacterium

phosphoreum), a montré que le Mexel@ 432 et ses constituants ont une action toxique rapide

(peu de diftrences entre les ECso (5 min et 15 min): ECso : valeur moyenne de la

concentration de Mexel@ 432 qui inhibe 50 yo de la luminescence des bactéries) (Tableau 8,

Allonier, 1995). Toutefois, les ECso sont diftrentes selon que la mesure est faite

instantanément ou après 5 jours de conservation et surtout dans une eau de Seine. Cette

diftrence peut être due à une dégradation du produit qui serait accélérée en eau de rivière.

La valeur moyenne de la concentration de Mexel@ 432 qui inhibe 50 Yo de la luminescence

des bactéries au bout de 5 et 15 minutes est respectivement 6,4 et 5,7 mglL (Coulon, 1993).

Solution testée

ECso (5 min) (mg/L) ECso (15 min) (mg/L)

t :0 t : 5 jours t :0 t : 5 jours

Mexel@ 432 Eau déminéralisée6,2 + 0,8 8,4-r 0,9 { t 1 0,8 7,6 + 0,7

Eau de Seine 8,6 + 0,8 23 !2 4,8T 0,9 19r3

produit A Eau déminéralisée 1,9+ 0,6 311 r,7 + 0,9 4,8+ 0,5

produit B Eau déminéralisée 31 r  5 60 15 16r5 4 l ! 5

produit C Eau déminéralisée 3 l ! 4 57  ! 6 26!6 45 !9

Tableau 8. Toxicité du Mexel@ 432 et ses constituants chez la bactérie
Ph otobacterûu m ph osph oreu m (T est M:icr otox\ ( ltllonier. 199 5l

EC: Concentration fficace réduisant de 50 016la luminescence des bactëries. Ces résaltats

correspondent à une moyenne sur 3 répétitions.
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Dans les eaux naturelles, le test Microtox indique que la toxicité du Mexel@ 432 dépend de

la concentration résiduelle. Par exemple, en eau de Moselle, la CLso en concentration nominale

est 9,94 mglLavec une concentration résiduelle dans la solution de 5,20 mglL, alors que dans

une eau déminéralisée, elle est de 5,56 mglL en concentration nominale et résiduelle

(Khalanski, 1993).

Comme indiqué plus haut. une concentration de I glL en Mexel@ 432 exerce une action

anti-bactérienne dans des cultures de Pseudomonas aeruginosa (Allonier et Khalanski, 1996;

Tableau 7).

1.1.6.3. Effets sur/es Mollusques

Une des importantes cibles biologiques du Mexel@ 432 est la moule d'eau douce Dressena

polymorpha (moule zébrée). Chez cette espèce, un traitement intermittent journalier de

1,5 heures durant 30 jours dans une eau de ville déchlorée à l8oc, provoque 40 à 70 oÂ de

mortalité pour des concentrations initiales en Mexel'u de 2 à 10 mg/L' Durant la même durée.

les 100 %o demortalité sont atteints à 6 mg/L, mais avec un traitement de 3 heures par jour

(Khalanski, 1994).

En eau de rivière (eau de Moselle), à une température comprise entre 20 et 26"C,les 90 %

de mortalité sont atteints avec les traitements suivants: 20 h en continu à 7,3 mglL' 36 h en

continu à 6,I mglL. 168 h en continu à 3,9 mglL, 20 h ou 28 h en traitement séquentiel de

I heure d'injection et I heure d'arrêt (lh/lh) respectivement à 15,3 mglL et à 10'0 mg/L' En

eau froide (10,7 à 15,4"C), des injections séquentielles (lh/lh) pendant 15 jours avec un

résiduel d,environ 2,0 mglL provoquent 60 oÂ de mortalité contre 20 % pour des séquences

I heure d'injection et 4 heures d'arrêt du traitement'

En eau de Moselle à20-26"C,une exposition continue de 4 mglL enMexelt 432 provoque

90 %o demortalité au bout de 7 jours, alors que dans une eau du Rhin à 13 à 15oC, le même

résultat est obtenu au bout de Zljours seulement. La toxicité du Mexel@ 432 vis-à-vis de la

moule zébrée diminuerait avec la température, en raison d'une baisse d'activité des moules

(Khalanski,1994).

L,exposition au Mexel' 432 en solution dans une eau de ville déchlorée réduit I'attachement

des Dressènes à leur support. Par exemple une concentration de 2 mdL appliquée 3 heures par

jour durant l0 jours induit une réduction de 50 Yo de la production du byssus, une réduction

totale étant atteinte après 3 jours de traitement à 6 et l0 mglL (Gamberini et aL,1995)' Après
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24 h d'exposition, la même dose provoque des lésions du tissu branchial (Giambérini et aL,

1ee6).

Le taux de filtration de I'eau et le mouvement valvaire sont réduits de 50 Yo en 24 h

respectivement à partir de 0,5 mglL et2 mglL (Czembor et aL,1997).

Des tests de toxicité aiguë réalisés sur des dressenes d'une taille de 18 à 22 mm, provenant

de la rivière Moselle et exposées aux concentrations 2,5, 4, 5, et 7 mg/L ont montré que seule

la concentration du produit et non la durée du traitement détermine I'apparition des lésions

branchiales, la destruction de la branchie étant rapide (Giamberini et aL,1993).

Sur des cultures de cellules cardiaques de I'huître Crassostrea gigas, la concentration

réduisant de 50 Yol'activité mitochondriale est 12,3 mglL après 7 jours d'exposition (Coulon,

1993). Au delà de 10 mglL,le Mexel@ 432 provoquerait la lyse de l'ensemble de ces cellules en

culture.

Sur des cellules branchiales de palourde Ruditapes decussatus, la viabilité cellulaire diminue

de manière significative àpartir de20 mglL (Auzoux et Coulon, 1993).

1 .1.6.4. Effets sur Ia Daphnie

Des tests de toxicité aigue réalisés par I'IRCHA (Villeneuve d'Asques) ont fourni une

CLso (24 h) de 3,1 mglL enMexel@ 432 (communication du fabricant).

Les CEsoi ou concentrations efficaces initiales en Mexel@ 432 qui immobilisent 50 %o des

daphnies (Daphnia magna) pendant 24 et 48 heures sont respectivement 0,64 et 0,55 mglL

(INERIS, 1997).

Dans une eau du Lac Supérieur aux Etats Unis, les CLso sont respectivement de 26,9;6,3 et

3,0 mgll-, après 4 jours d'une exposition toxique intermittente de 5, 20 ou 80 minutes chaque

jour (Ghillebaert et Brooke, 1997).

Ainsi, en exposition continue, le Mexel@ 432 est relativement toxique pour les Cladocères et

cette toxicité peut varier selon les conditions expérimentales. En exposition discontinue, la

CLso dépend fortement de la durée d'exposition journalière.

1 .1 .6.5. Effets sur/es Poissons

Chez Ie poisson zèbre (Bracltydanio rerio),le carrelet (Pleuronectes platesso) et le tête de

boule (Pimephales promelas), les CLso (24 h) sont respectivement de 1,3; 2,36 et 0,64 mglL

en concentrations nominales (Tableau 9). Les effets du Mexel@ 432 augmentent avec la durée
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d'exposition: par exemple, chez des larves de truite arc-en-ciel, la CLso (24 h) est 22,6 mglL

contre 7 ,0 mglL après 7 jours d'exposition.

Dans les conditions d'utilisation, le Mexel@ 432 est injecté dans les circuits hydrauliques en

discontinu avec des chocs toxiques de 5 à 80 minutes une à deux fois par jour. Ainsi,

I'exposition de larves de tête de boule (Pimephales promelas) à des chocs toxiques de 5,20 et

80 minutes durant 96 heures présente respectivement des CLso de 13,1;6,2 et 2,2 mglL.

Référence Nomfrançais
(stade)

Nom latin Durée
d'exposition

CLso
(ms/L)

Brooke. 1996 Tête de boule
(larve)

Pimephales promelas 2 jours
4 jours
7 iours

8,34
8,06
7.87

Brooke, 1996 Truite arc en ciel
(larve)

Oneorhyncus mykiss 12h
I jours
4 jours
7 iours

22,6
12,6
ll,3
7.0

Ghillebaert et
Brooke, 1997

Tête de boule
(larve)

Pimephales promelas 24h
48h
72h
96h

0,64
0,59
0,44
0.28

IPL. 1990 Poisson zèbre Brachvdsnio rerio 24h 1.3
ICI, 1991 Carrelet

(uvénile)
Pleuronectes platessa 24h

48h
72h
96h

2,36
1 ,15
1,00
0.83

Tableau 9. Toxicité du Mexel@ 432 vis-à-vis de certaines espèces de poissons

Les résultats de référence IPL et ICI ont été fournis par le fabricant.

44



2" Partie. Etude expérimentale

7. Introduction

1.2. L'embryon de la carpe conrmune (Cyprinus carpioL.)

un modèle expérimental en écotoxicologie



L'embryon de carpe: un modèle en ëcotoxicologic

1.2. L'embrvon de carpe: un modèle expérimental en écotoxicologie

1.2.1. Choix des poissons comme modèle en toxicologie

Intérêt du modèle poissons en toxicologie @owers, 1989; Bailey et aL,1996): les Poissons

forment le groupe le plus important et le plus diversifié des Vertébrés. Apparus il y a environ

400 millions d'années, ils comportent aujourd'hui plus d'espèces que le reste des vertébrés

réunis. Leur position systématique ni trop proche ni trop éloignée de celle des mammiferes et

de I'homme, sur lesquels ont été établis les concepts de base et les principales connaissances en

toxicologie en font des modèles favorables aux études de toxicologie comparative (Lefebvre,

1990). Leur capacité d'adaptation leur a permis de conquérir la plupart des niches ecologiques

disponibles, des eaux douces aux eaux salées, des mers polaires aux mers tropicales, de la

surface aux grandes profondeurs. Leur importance économique et sociale est considérable pour

I'alimentation humaine ou animale ou pour les activités de loisirs comme la pêche. Leurs oeufs

sont habituellement de petite taille et à fécondation externe. La transparence des oeufs chez de

nombreuses espèces facilite le suivi expérimental du développement embryonnaire.

Les poissons ont servi de modèles expérimentaux pour étudier des effets toxiques variés:

notamment sur les fonctions neurobiologiques (Baatrup et Doving, 1990; Moore et Buchanan,

1993, Moore et aI,1993; Gopal et Ram, 1995), endocrinologiques (Mcmaster et aI, 1992;

Singh et Singh, 1992; Singh, T992; Hontela, et aL, 1993), génétiques (Benton et aL, 1994;

Fore et aL,1995 a,b), immunologiques (Dunier et aL,l99I; Dunier et Siwicki, 1994;Duruet et

aL,1994; Wester et aL, 1994; Dunier et aL,1995; Jokinen et aL,1995; Lemaire-Gony et aL,

1995; Soimasuo e/ aL,1995; Rice et al.,1996).

1.2.2. Choix des stades embryolamaires de poissons en toxicologie

Le choix des stades embryoJarvaires de poissons en toxicologie est justifié par plusieurs

arguments: les stades embryoJarvaires constituent une période sensible du cycle de vie des

poissons McKinr" 1977; Macek et Sleight, 1977; KristenserL 1990). L'embryogenèse est une

période critique d'expression des perturbations auxquelles les géniteurs ont été soumis

(Vladimirov, 1975; Brown et aI, 1994; Hermanutz d aL, 1992). Les oeufs et les larves

possèdent une grande tolérance aux variations des paramètres physico-chimiques du milieu

(Naudirç 1996; Ghillebaert, 1996). La taille relativement petite des embryons et larves de

poissons rend facile leur utilisation dans les tests toxicologiques @laise, l99l). De plus, la
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majeure partie des poissons ont un développement libre dans I'environnement, les stades

embryo-larvaires sont donc soumis directement aux caractéristiques physico-chimiques du

milieu. Les essais étant réalisés du stade cellule unique jusqu'au stade de I'organisme complexe,

l'embryogenèse peut être considérée comme un système d'intégration et d'amplification des

effets perturbateurs vis-à-vis du développement précoce. Les tests embryoJarvaires peuvent

être réalisés sans apport de nourriture, ce qui supprime les risques d'interferences entre les

aliments et les toxiques.

1.2.3. Choix du modèle embryon de carpe (Cyprtnus carpioL)

Le modèle embryon de la carpe commune (Cyprinus carpio L.) offre a priori de

nombreuses facilités expérimentales. La carpe est présente dans les eaux chaudes et tempérées

de tous les continents non polaires. La reproduction artificielle est maîtrisée, permettant la

réalisation de fecondations in vitro presque toute I'année (Horvath, 1978; Roubaud et aL,

1987). Le nombre très élevé d'ovocytes produits par femelle (environ 100.000 oeufs par kg de

poids vif; permet la réalisation de nombreux tests sur un matériel biologique relativement

homogène. Selon Chaillou et aI, 1991, les populations d'embryons issues de fecondations

simultanées se comportent comme des populations cellulaires naturellement synchronisées et

peuvent être utilisées comme modèle en toxicologie cellulaire. Les taux de survie embryonnaire

sont souvent élevés: de I'ordre de 80 % à l'éclosion et de 70 Yo enfin de résorption vitelline. Le

développement embryonnaire externe favorise I'etude des interactions entre les toxiques et les

paramètres physico-chimiques du milieu. L'embryon de carpe présente un chorion transparent

permettant des observations aisées et non destructives. A 24"C,le développement embryo-

larvaire, sans apport de nourriture dure une dizaine de jours, les mortalités par inanition en fin

de résorption vitelline apparaissant entre le l0' et le 12' jour d'incubation.

Néanmoins, le modèle embryon de carpe présente certains désavantages: - la grande taille

des géniteurs pose des difficultés pour leur stabulation en laboratoire, - ufl dimorphisme sexuel

qui n'est pas net oblige à augmenter le nombre des géniteurs pour assurer la présence des

2 sexes, - une surïnaturation ovocytaire rapide (quelques heures après owlation) impose des

contraintes de temps pour la réalisation de la fecondation (Chaillou et oI,1989).
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2.1. Effas létaux da Mexcl@, ilfl agent anti-salissures, vis-à-vis da dévelappement

embryularuaire de la carpe commune (Cyprtnus caryio L). (Ecotoxicol. Environ. Soî.

soumis)

LETHAL EFFECTS OF MEXEL@, AN ANTTT'OULING AGENT, TOWARDS

coMMoN CARP (CYPRINUS CARPIO L.) EMBRYOLARVAL DEVELOPMENT

Latifa AREHMOUCIL François GHILLEBAERT, Catherine CHAILLOU

and Pierre ROUBAUD

Groupe d'Embryotoxicologie des Poissons du Laboratoire de Cytophysiologie et

Toxicologie Cellulaire, Université Denis Diderot (Paris 7), case 7077, 2 Place Jussieu, 75257

Paris Cedex 05.

ABSTRACT

Embryolarval lethal effects of Mexel@, an anti-fouling agent, were tested in the laboratory

during continuous exposure? beginning at fertilizatiorq under various experimental conditions

on eight different spawns of the common carp (Cyprinus carpio L). In synthetic water at 24oC

and without larval feeding, low correlation levels were found between the LCso and the various

tested experimental conditions, except Mexel@ concentration. The mean LCso were

1.13 t 0.35 mg/liter after three days of exposure, and 0.8810.36 mg/liter after seven days. On

five spawns, it was 0.69!0.32 mg/liter after nine days. The lowest and highest LCso were 0.34

and 1.58 mg/liter after seven days of exposure.

The sensitivity to Mexel@ increased slightly from the egg to the newly hatched larva and the

developed larva. No lethality was observed during a period of recuperation after four days of

exposure.
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The toxicity of Mexelt was not strongly reduced after fifteen days of conservation of the

solution. Vessel walls pretreated with Mexel@ showed no toxicity by contact or after eventual

desorption. Methodological endpoints such as criteria for spawn quality, experimental

conditions for the tests, demonstration of cumulative effects, and toxicometrical importance of

the period of mortality by starvation in fish early life toxicity tests, are discussed.

Key words: Anti-fouling, carp, Fish early life, Mexelt, Toxicity.

INTRODUCTION

The settlement and colonization of hydraulic circuits by fouling organisms cause operation

problems and increased maintenance cost and downtime in industrial, agricultural or urban

water systems (Cloete et aL,1989; Zvyagintsev, 1989; Afanas'ev et aL, 1991). Facing this risk,

various preventive or curative methods are used, such as mechanical cleaning, thermal shock or

chemical treatment using chlorine, potassium salts (Lu et aL, 1986; Khalanski, 1993) and

treatments with paints containing heavy metals, notably tributyltin (Ebdon et aL, 1988,

Karande et al.,1993; Evans et aL,1995).

Mexel@ is proposed as a complementary method to these processes with the added

advantage of corrosion inhibition (Khalanski, 1993; ME)GL company, 59481 Haubourdin,

FRANCE).

Mexel@ is an oÊwhite, thick, viscous, aqueous emulsion of fatry-amines. Its precise

chemical composition remains confidential. It contains metal traces, but no aromatic or

quaternary ammonium compounds. Mexel@ was registered by US EPA @nvironmental

Protection Agency 69100-1, 31101196), and its use on an increasing scale in numerous

countries makes necessary a thorough knowledge of the consequences of its application within

the environment. The presence of fatty-amines in Mexel@ makes its properties nearer those of

surfactants.

Fatty-amine surfactant compounds have proved to be efficient inhibitors for corrosion

(AbdatlatU lgg4). Surfactant are especially noted for their wetting qualities and their

effectiveness as emulsifiers. Some of them readily adsorb onto surfaces which leads to surface

modification. Thus, surfactants are used as detergents and household cleaners and to a lesser
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extent as textile softener, antistatic agents, additives in paints, metal processing, shampoos,

cosmetics, and oil drilling operations (van Gnkel, 1996). Due to these uses, most surfactants

appear in natural ecosystems either through a discharge of waste water (e.g. detergents) or

through direct application (e.g. biocides). Surfactants can be toxic to bacteria, algae, daphnids

and fish at concentrations as low as I mgÂiter.

Due to their ability to adsorb at interfaces, surfactants can interact with biological

membranes changing their permeability at low concentrations and leading to cell lysis at higher

concentrations (Sterzel, 1997).

With a microtox test on Photobacterium phosphoreum in demineralized water (Khalanski,

personal communication), the Mexel@ concentration inhibiting 50 Yo oî bacteria luminescence

(ICso 15 min) was 5.2 mglliter and was increased to 7 .6 mglliter after five days of agng of the

solution. On Pseudomonas oeruginosa, a bactericidal effect was observed at high

concentrations (1 glliter), but a bacterial $owth was possible with 10 to 100 mglliter of

Mexel@ as the unique source of organic carbon.

On the mussel Dreissena (Dreissena polymorpha Pallas), one of the major targets for anti-

fouling agents in freshwater, lethal effects have been observed within 30 days of daily

treatment for 1.5 hour at the nominal concentration of 2 m{liter (Gamberini et aL,1993). At

2.5 mgllîter, Mexel@ induced degeneration of the Dreissena gill epithelium after a 24-hr

exposure and on the gill of the clarn (Ruditapes decussafzs), non-specific tissular effects

especially the detachment of cilia and epithelia, and impairment of microvillosities and

mitochondria (Khalanski, personal communication).

In the literature, as far as we know, no information is yet available on Mexel@ toxicity on

non-target organisms such as fishes.

In this paper, we study the lethal effects of Mexel@ on the embryolarval development of the

coûrmon carp (Cyprinus carpio L.). Early life stages (Macek and Sleight, 1977; McKirn,

Ig77), and particularly fertilizatiorç hatching, and transition to exogenic feeding (Van Leeuwen

et aL, 1985) have been pointed out as the most sensitive phases in the fish life cycle. The

common carp is one of the recommended species for standardized tests of toxicity in the early

life cycle of freshwater fish (OECD, 1992).It has been chosen for its practical advantages and

its environmental representativeness (Lefebwe et aL,1990). Our study is structured as follows:

l) We estimate on eight different spawns, the toxicity to Mexel@ and its variability in

synthetic water, during continuous exposure beginning at fertilization.
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2) We compare the lethal effects of Mexel@ on the egg, the newly hatched, and the

developed larva with the aim of detecting possible critical sensitive periods and diflered effects

after the end of the exposure.

3) We test the effects of aged Mexel@ solution on carp embryolarval sensitivity.

4) Due to its fatty-amine compounds, Mexel@ can be considered as a film forming product

(Degremont. 1979; Van Laer, personal communication). We studied the hypothesis of toxic

effects after adsorption on vessel walls and/or short term ulterior desorption.

We discuss methodological endpoints such as criteria for spawn quality, experimental

conditions for the tests, demonstration of cumulative effects, and toxicometrical importance of

the period of mortality by the starvation of fish in early life toxicity tests.

MATERIALS AND METHODS

Common carp (Clprimts carpio L ) breeders came from the fishfarm < Les Alevins de

Sologne > (Vignoux sur Barengeon, 18500, FRAIICE) Eight biological tests numbered one to

eight were performed on eight different spawns.

Production of gametes was carried out according to Jaoul and Roubaud (1982):

maintenance of the breeders (males and females) in cold water from autumn to the period of

the test, followed by one or two weeks at 20"C under a 13-hr: ll-hr light: dark photoperiod,

and by two injections of carp hypophysis extracts 36 and l2-br before gamete harvesting. In a

thermo-controlled room at 24oC, artificial fertilization and incubation were performed

according to Ghillebaert et al. (1995): about fifty oocytes were dispersed with l0 pl of sperm

in 20 ml of the test solution on the bottom of the incubators. About 20 min after fertilization,

the exceeding sperm was washed out with the test solution, and the fertilized oocytes, which

had stuck to the bottom of the incubators, were covered with the same solution. Incubators

were placed on an oscillating table (10 oscillations / min).

In controls, cleavage stages and epiboly occurred during the first day of incubation. At

z4"C,hatching occurred in our experimental conditions between the second and the third post-

fertilization day. Therq the incubators were rinsed with the test solution to eliminate chorion

fragments, dead eggs and larvae.

Counting the age of the animals from fertilization (age 0), we distinguished during the

development: the egg (age 0 to day l-3), the young larvae (age 2'3 days to 4-5 days), the
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developed larva (age 4-5 days to 8-9 days), and the starved-weakened larva or starved-dying

larva (age 8-9 days and over). Dead embryos and larvae were characterized by yolk

coagulation and opaque blank color of the central nervous system (Jaoul and Roubaud,1982;

OECD, 1992).In controls, the survival rates remained stable at least during seven days after

hatchins.

Exposure

Mexel@ was provided by the MEXEL company, (59481 Haubourdin, France; batches

n' 0llT0l92 in tests I and 2 and 03/l Tl95 in tests 3 to 8). It was kept in darkness and at room

temperature until use.

The exposure was performed without feeding and, in these conditions, larval lethality due to

starvation occurred after the tenth to twelfth day of incubation. The exposure media were

renewed daily (except in tests 9 and 10) after control of temperature, pFI, and oxygen

concentration in each incubator.

The tests were performed in translucent polyethylene 250 ml-capacity vessels with 150 rnl

of the test solution (Tests 1,2,3 and l0) or in crystal polystyrene 120 ml-capacity vessels with

60 rnl (Tests 4, 5,9) or 100 ml (Tests 6,7,8).

The survival rates were measured at the end of days one, three, and seven in tests I and 2,

and every day in the other tests (Tests 3 to 8A).

Tested solutions

Test solutions were prepared from a 100 mg/liter stock Mexel@ solution in synthetic water

(ISO 734613, lg84) i.e., for one liter of deionized water (resistivity > lMo): caclz - 2Hzo:

294.0 mglliter; MgSO+ - THzO: 123.3 mglliter; NatICOr: 63.0 mgAiter and KCI: 5.5 mglliter,

pH 7.8.

The tested concentrations were in a geometrical progression of ratio 2. The extreme

concentrations were 0.18 - 100 mg/liter in test 1;0.18 - 6.25 mg/liter in test 2;0.25 - 4 mglliter

in tests 3 and 5; 0.1 - 3.2 mglhter in test 4, 0.25 - 2 mgfriter in tests 6 and 8, and 0.125 ' 2 in

test 7. In test l, the concentration of 1.04 mg/liter was tested instead of the concentration of

1.56 mg/liter, and in test 8, an additional concentration of 0.75 mgÂiter was tested. In test 9, a
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l0 mg/liter stock solution, aged during 15 days before dilution in synthetic water to the final

toxicant concentrations 0.625, 1.25,2.5,5 and l0 mg/liter, was compared to the same

concentrations of freshly prepared solutions. The concentrations are expressed as nominal

concentrations. In each test, three replicates were set per concentration.

Comparative sensitivity of early life stage. Postæposure recuperation.

The compared exposure periods 'were: from fertilization to the l2th day in continuous

exposure (Test 8 A), from fertilization to one day after hatch (newly hatched larva) (Test 8 B),

and two successive periods of four days in the larval development before the start of the

starvation period (young and developed larva) (Tests 8 C and 8 D). For the first and the

second periods (Tests 8 B and I C), recuperation incubation in synthetic water was performed

from the end of exposure to day 12. Incubation before exposure was performed in synthetic

water.

Lahal effects of aged Mexel@ solutions

Preliminary experiments (unpublished data) have shown that after a lZ-hr exposure on

newly fertilized eggs and 5-day-old larvae an initiat nominal 10 mg/liter Mexel@ solution

induced I0O o/o mortality, even after respectively four days or seven days aging.

In test 9, the lethal effect of a l0 mg/iter stock solution, kept in a glass bottle for 15 days

before dilution in synthetic water to the final nominal Mexel@ concentrations (0.625,1.25,2.5,

5, and 10 mg/liter), was compared to the same concentrations of freshly prepared solutions.

This test was performed in static condition at 15 + loC. This low incubation temperature was

chosen in order to reduce the development rate, allowing longer disposal of a biological stock

for experiments. This temperature is compatible with normal carp development (Reznicenko,

lg76) and does not change the larval sensitivity to Mexel@ (unpublished data).

LAhal effects of Muel@ by contact with an eventual deposited film on incubator walls

or after desorption

In order to test the Mexel@ toxicity by contact with an eventual deposited film on incubator
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walls or after desorption, we conducted test 10 (Fig 1) according to Ghillebaert et aI (1996): a

l0 mg/liter Mexel@ solution in synthetic water was kept for 24-hr in an incubator noted "I1".

Then, the solution was poured in a new incubator noted "I2", which received a batch of

30 larvae. After being washed three times with 50 ml of synthetic water, the Il incubator

received two different batches of 30 larvae in 100 ml of new synthetic water. The first batch

(Ila) was kept away from the < Mexel@ treated walls > by a 400 ;,rm mesh nylon net cage in a

central position. The second batch (Ilb) was incubated with contact to the incubator walls.

Two days later, the larval survival rates were measured in each of the Ila" Ilb, and 12

incubators.

Statistical analysis

The medianJethal-effect-concentrations (LCsù were calculated with the Trimmed

Spearman-Karber Method (U. S. Environmental Protection Agency, Cincinnati, OHIO 45268).

Significant differences in survival rates were calculated with the Tukey multiple comparisons

test. Correlation and principal components analysis were performed with STAT-ITCF

(1987-19SS) and SYSTAT for Windows softwares (1992).

RESULTS

Lethal effeAs of Mexct@ in continuous uposure beginning atfertiliution

Continuous exposure beginning at fertilization (Tests I to 8 d Table l, Fig 2) was realized

in similar, but not identical experimental conditions (concentration ranges, vessel material,

medium volume, Mexel@ batches). However, low correlation levels were found between the

LCso and these conditions. An important variability of the absolute survival rates was observed

before hatching in controls, but these rates appeared relatively stable after hatching (day 3), at

least until the 7th day of incubation.

The LCso, when calculable, were found to be in the range of 1.2 to 4.2 mglliter after one

day of exposure during egg cleavage and epiboly,0.5 to 1.8 mg/liter after three days (newly

hatched larva), 0.3 to 1.6 mg/liter after seven days (developed larva), and 0.26 to

1.13 mgiliter after nine or eleven days (weakened or dyrng starved lawa). In test 3, the lowest-
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observed-lethal-effect-concentration was reduced by a factor of four during the starvation-

death period. In tests 5 (Fig 2) and 8 ,\ a progressive decrease of LCso was observed with

prolonged exposure. In every test, the LCso remained stable during a more or less long period

of the larval development. For example, in test 7 the LCso stability period lasted at least from

day 5 to day 12 (e.g. LC56 was 0.57 mg/liter at day 5 and 0.55 mgfliter at day l2), while in test

5 it lasted only from day 5 to day 7. During the period of weakening or death by starvation, the

LCso decreased strongly at the end of exposure in tests 3 and 8 A (e.g. in test 8 A LCso was

0 78 mg/liter at day 9 and 0.34 mgÂiter at day l2).

The lower the concentrations, the more delayed the lethal effects. At high concentrations,

mortality occurred very rapidly. For example, in a 6.25 mglliter solution, we observed 100 %

mortality within less than two hours (Tests I and2).

No larval teratogenic effects were observed as a consequence of exposure.

Comparative sensitivity of early life stages; postqosure recuperation (Table 2)

After a l-day or 2-days exposure, the sensitivity to Mexel@ increased slightly from the eggs

to the newly hatched larvae and then to the developed larvae (Test 8, Table 2). Thus, after

24-hr of exposure, the LCso was superior to 2 mglliter for eggs, in the range of 1.32 to 1.40 for

young lawa, and equal to 1.41 for developed larva (Tests 8 B, C, D).

During recuperation periods after exposure, the LCso remained stable (Tests 8 B, C). For

example, the LCso was 012 mglhter after 4 days of exposure from fertilization (Test 8 B), and

it was still 0.69 mgÂiter at day 72,i.e. after 8 days of recuperation. On the contrary, in test 8 A

the prolongation of exposure induced an important decrease of LCso. from 0.91 mgÂiter at

day 4 to 0.34 at day 12.

No larval teratogenic effects were observed during the periods of recuperation as during

prolonged exposure.

Lethal effects of aged solutions (Table 3)

The lethal effects of Mexel@ did not strongly decrease during aging of the solutions. For

example (Test 9, Table 3), a 10 mg/liter stock solution of Mexel@ was aged during 15 days

before dilution to the tested concentrations. Compared to freshly prepared solutions, the LCso
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24-hr and 72-ltr were respectively reduced by 17 Yo and 44 yo (from 2.3 mglliter to 1 .9, and

f rom16 to0 .9 ) .

Lahat effeas of Mexel@ by contact with an eventual deposited film on incubator walls

or after desorption (Table 4' Fig. 1)

A l0 mg/literMexel@ solution kills 100 Yo of the larvae in less than two hours. After 24

hours of aging in a polyethylene incubator (Il) without larvae, and after decanting in a clean

new incubator (I2), this solution still had 100 Yolethd, effect on common carp after less than a

2-hr exposure. In contrast, no lethal effects were observed either when the larvae were

prevented from (Ila) or free (Ilb) to come to contact the walls of the incubators.

DISCUSSION

Expertmental validity of the results. Crtteria of spawn quality

In every test, pF! oxygen concentratioq and temperature, measured before the daily

renewal of the incubation medium, remained compatible with normal embryolarval

development (Reznicenko, 1976, Ghillebaert et aL,1995).

In synthetic water at 24"C (Table l, Fig 2), the evolution of the control survival rates

showed the three characteristic toxicometric phases of carp embryolarval development

(Ghillebaert et aL, 1995): initial phase with important differences of the mortality rates

depending on the tests (phase 1: from day 0 to day 3), larval survival stability phase (phase 2.

from day 3 to day 10 or day l2), and starvation mortalities phase (phase 3: from day l0 or day

12, depending on the tests).

All tests were performed on spawns of variable survival control rates. However, these rates

only showed low correlation with the LCso. Then, it appeared that, at least in the case of

Mexel@, the results of the toxicity tests on spawns of low survival rates might be validated,

even though these rates were inferior to the thresholds defined in standard fish early life tests

(BO yo and 75 % before and after hatching: OECD, 1992). The stability of the survival rates of

controls in phase 2 appears to be an indicator of the physiological quality of the larvae. From a

statistical point of view, in continuous exposure tests mortalities in controls are negligible,
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since toxic effects are only estimated by comparisons to surviving control larvae. Thus, the

post-hatching stability of the survival rates could represent a more reliable criterion of the

biological and experimental quality of the spawns than absolute survival rates. Moreover, from

an ecotoxicological point of view, the results of the tests on low survival rate spawns account

for the possibility of the presence of such spawns in natural conditions.

The observed variability between the LCso (more than a factor of 4) between the various

tests, appeared to result from variations in the sensitivity of the spawns or possible unknown

parameters rather than variations in the controlled experimental conditions (exposure volume,

vessel material, Mexel@ batch), since low conelations between LCso and these conditions were

observed.

Mexel@ tethol aaivitv levels

Mexel@ is likely to be an active toxicant for carp embryolarval development, particularly

after long exposures, but without visible teratogenic effects. For example, in one of the 8 tests,

an LCso as low as 0.26 mgÂiter was found after nine days of exposure beginning at fertilization

(Test 5, Table l). The mean LCso (mgniter) related to the 8 tests was 1.13 t 0.35 after three

days of exposure and 0.88 I 0.36 after seven days. This toxicity is similar to Mexel@ toxicity

commonly observed with fishes. Thus, in two separate tests on fathead minnow (Pimephales

promelas) larvae, the LCso at 96-hr was 0.28 mgÂiter in one and the lowest-observed-lethal-

effect-concentration was superior to 0.66 mg/liter in the other (L. Brooke and F. Ghillebaert,

personal communication). In adult of zebrafish (Brachydanio rerio H.B.), the LCso at 24-hr

was I .3 mgÂiter, and in juveniles of plai ce (Pleuronectes platessa L.), the LCso at 24 and 96-hr

were respectively 2.36 and 0.83 mglliter (MEXEL company, personal communication). Within

the limits of eventual differences in the experimental conditions, these results dot not support

the reputation of the carp as a highly tolerant species to toxic stress, a reputation probably

generated by its great tolerance to anoxia.

The toxicity of Mexel@ to fish appear compatible with the general toxicity of surfactants.

Based on the studies reviewed by Lewis (1991), the range of effect and no effect

concentrations of surfactants for fistr, was 0.05 - 28.0 mliter (anionic surfactants),

0.05 - 50.0 mg/liter (nonionic), and 0.05 - 0.46 mg/liter (cationic). The range for invertebrates

was 0.04 - >10.0 mglhter (anionic), < 0.1 - 20.0 mgtiter (nonionic), and 0.009 - 1.27 mgÂiter
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(cationic).

Perhaps due to the protection by the chorion, eggs appeared slightly more tolerant than

young or developed larvae. For example (Table 2), the LC56 at 48-hr for eggs (Tests 8 A 8 B)

was in the range 1.18 to l.4l mgliter and in the range 0.69 to 0.93 mg/liter for larvae

(Tests 8 C, D). It is known that, except with particular classes of toxicants such as antimitotics

(Chaillou et aL, I99l), fish eggs are a relatively tolerant period in fish early life stages

(Van Leeuwen et aL,1985; Kristensen, 1990; Fent et Meier, 1994).

Hypothesis of cumulative effecls

In our tests, during continuous exposure beginning at fertilization, the mean measured LCso

decreased by a factor of more than 2 from day I to day 3. For example, in the tests where the

LCso werê calculable both at days I and 3 (Tests 1,2 and 5), the mean LCso decreased from

2.47 ! l.4l mgfiîter at day 1 to l. 13 ! 0.57 mglliter at day 3 (Table l). TherL except in test 5,

the LCso decrease was strongly slowed down in young and developed larvae. For example, in

tests 4 to I A the mean LCso only decreased from 1.02 t 0.39 mgAiter at day 3 to

0.68 t 0.32 mg1iter at day 9.

This observation shows that during continuous exposure from fertilizatiory the animals

which survive at day 4 or 5 are generally tolerant to prolonged exposure, colresponding to an

all or nothing individual response to the toxicant. The variability of the individual tolerance

could, for example, be related to a variability in the efficiency of a defence system to toxicant

penetration such as the production of mucous, as suggested by Khalanski (personal

communication). The immediate cause of death from acute detergent poisoning where

extensive gill damage (the loss of mucous cells, inflammatory response) occurs is likely to be

either asphyxiation or loss of osmotic or ionic stabitity. Inflammatory stress could explain the

avoidance reaction of many fish species to surfactants (Abel, 1974; Lewis, l99l). The toxic

eflect of Mexel@ could also result of an increase of the membrane permeability as was observed

with surfactants for example onCarqssius auratus L. (Abel, T974).

The stability of LCso after hatching seems to indicate that no short term cumulative effects

are to be expected with Mexel@ on larvae. However, in tests 3 and 8 A5 the LC5s strongly

decreased after nine days of exposure and in test 5, it decreased almost continually from the

first to the l2th day (Tables I and 2), suggesting in these tests the existence of cumulative
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effects. But, these observations are not by themselves certainly demonstrative of such effects

since they could express difffered mortalities of a toxic impact at the very beginning of the

development. Even if this argument could not concern the test 8 since the absence of differed

effects is shown by the stability of LCso during recuperation period, it could eventually concern

tests 3 and 5. In tests 3 and 8 A" the decrease of the LCso at the end of the exposure period

could also be assigned to a weakening of the larvae by starvation. However, the presence of

the toxicant could also increase the speed of yolk resorptioq a cumulative effect resulting in an

earlier starvation.

From a methodological point of view, this discussion shows the difficulty of drawing

conclusions on the presence of cumulative effects in continuous exposure tests on biological

material in rapid evolution.

If the occurrence of cumulative effects of Mexel@ was confirmed on fish early life stages,

the repeated spill of Mexel@ into the environment by a large-scale industrial use could result in

high levels of toxicity after continuous long-term exposures, since in laboratory conditions

(synthetic water, glass vessel), Mexel@ solutions did keep a large part of their toxicity during

long periods of time (Test 9, Table 3). However, the LCso on egg or larva rapidly decreased

during the first two days before stabilizing (Tables I and 2). Thus, in short duration treatments,

it is likely that the toxicity of Mexel@ would be strongly reduced.

Mexel@ brtcity and Jilm formation

Mexel@ action against fouling is attributed to fatty-amines which rapidly form a film on the

treated surfaces (Degremont,lg7g, Abdallah, lgg4). The existence of this film with Mexel@

was demonstrated by electrochemical methods (J. Guezennec, personal communication). Thus,

the toxic activity of Mexel@ could a priori result from contacts with the treated surfaces or

from eventual ulterior desorption in the medium. However, in our test on contact toxicity

(Test 10, Table 4, Fig. 1), we did not give any direct evidence of the formation of an adsorbed

Mexel@ film on the polyethylene walls of the incubators. Then, the absence of lethal effects

inside the Mexel@ pretreated incubators (Ila and Ilb) could result from the absence of such

film. Indeed, contrarily to a similar experiment with deltamethrirç a highly hydrophobic

molecule (Ghillebaert et aL,1996), the Mexel@ filming solution did not loose its toxicity during

the treatment of the vessel walls (incub ator I2). However, if the existence of the Mexel@ film
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was confirrned, the absence of toxicity by contact would confirm the non-toxicity of surface

adsorbed Mexel@ previously observed in presence of clays (unpublished data). The4 our result

could lead to the hypothesis that the toxic activity of Mexel@ does not result from a film

interposition between the biofoulers and the treated surfaces, but principally by direct action of

the product in solution, eventually by deposition on the biological surfaces themselves

(Gamberini et aI,1993). In this case, Mexel@ would require, as recoflrmended in its standard

utilization procedure, continuous or repeated treatments.

CONCLUSION

In synthetic water, Mexel@ is a relatively toxic product to carp early life stages, particularly

in long-exposure experiments, since it may induce lethal effects in concentrations as low as

0.25 mglliter. It keeps a large part of its toxicity for a long time after its dissolution in the

water. However, standard procedures for Mexel@ treatments are fat from laboratory test

conditions. They consist in daily repeated very short exposures (a few minutes to one hour)

and one may expect that the toxicity levels are then much lower than in the continuous long

term exposures of our experiments. This conclusion is supported by the absence of differed

eflects of the treatments during recuperation periods. In an other hand, experiments in progtess

have already demonstrated that the lethality of Mexel@ on carp early life stages is strongly

dependent on the water quality and is significantly lowered in most natural freshwater.

It seems still necessary to define the acceptable discharge limits of Mexel@ for

environmental safety, taking into account the quality of the water and the actual procedures for

it s anti-corrosion or anti-fouling utilization.
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Arehmouch d aL, soumis

Table 3. Lethal effects of Mexel@ aged solutions.

Test Aging Age

(days)

Toxicity Exposure duration

1 2

days)

9

< 2ltr Larvae

l0 -  l 3

LCso (mgAiter)*

95 oÂ confrdence limits

1 .8<L9<2.01 .0< l  1<1 .20.8<0.9< 1.0

15 days 2.1<23<2.51.5< 1 .6< 1 .71.5<1 .6<1 .7

Note. Thelethat effect of a 10 mg/liter stock solution, kept during 15 daysbefore dilutionin

synthetic water to the final nominal Mexel@ concentrations (0.625, l-25,2.5,5 and

l0 mgÂiter), was compared to the same concentrations of freshly prepared solutions.

Test: reference number of the test. Aging: duration of solutions agtng before exposure.

Age: age of the larvae duringthe exposure period. *: LCso and associated 95 0/o confidence

limits.
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Arehmouch d aL, soumis

Table 4. Lethal effects of Mexel@ by contact with an eventual deposited film on

incubator walls or after desorption

Test % Sv (Sd)

in controls

a t  days  (1 ,3 ,7 )

Lifestage

dx-dy

Incubator (I1) Incubator

nSolution (Ila) walls (Ilb)

% Sv (Sd)*

10

e3 (s),90 (6),

85 (7)

Larvae

ds-d7

100 (o)" 100 (0)" 100 (0)"

loo (0)" loo (0r 0 (0)"

Note. Ila: toxicity by eventual desorption from the walls; Ilb: toxicity by direct contact with

the walls; Ill: toxicity of a l0 mgÂiter nominal concentration solution: the solution has been

kept for one day in the fust incubator and then poured into a second one'

Test: reference number of the test. %o Sv (Sd) in controls: survival percentage (Sv) with

standard deviation (Sd) after 48 hours of incubation; *: Tukey test multiple comparison index:

values in a same column are not different at 5 Yo risk if their index have at least one common

letter.
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Arehmouch et aL, soumis

FIG. 2. Lethal effects of freshly prepared Mexel@ solutions in synthetic water.

staruation

z !e499!to-q t
\ , weâkened and dying starved lama/_........_.:..-.

.-. 50s
6

P

( ,25

2 and
I mg/l

mgll
*r (

456789101112
exposure duration (daYs)

Note. Eggs and larvae were exposed to various concentrations of Mexel@ from fertilization to

the end ofthe l6th day ofincubation (Test 5). Survival rates in controls and exposed batches

were measured at the end of every day of incubation.

O, 0.25,0.5, 1, 2 and 4: nominal concentration of Mexel@ (mglliter). *: significant effect

(P < 0.05).
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Effets tetaux du Mexet@ 432 en exposilion intermittente

2.2. Effas tetaax du Mexel@ 432, un agent anti-salissure, vis-à-vis da développement

embryælanaire de la carye commune: un essai en condition d'exposition intermittente

Par Latifa Arehmouch et Pierre Roubaud

Proia de note brà'e

Introduclion

Dans les conditions d'utilisation industrielle, le Mexel@ 432 est injecté généralement dans les

circuits hydrauliques de façon intermittente, une ou deux fois par jour, à des concentrations de

4 à lO mglL, durant 15 à 40 min. Dans les circuits traités et encore plus dans les eaux de rejet,

les concentrations du Mexel@ 432llbre en solution sont a priori nettement inférieures à celles

injectées, compte tenu du pouvoir filmant du Mexel@ 432 qui favorise son adsorption sur les

particules en suspension dans I'eau et son dépôt sur les surfaces traitées.

Les résultats d'essai réalisés sur plusieurs pontes en exposition continue à partir de la

fecondation, montrent en général une chute rapide des CLso pendant les premiers jours

d'exposition suivie par une période de relative stabilité au cours du développement larvaire

(Arehmouch et al., soumis). Ainsi, les individus tolérants au début du traitement seraient

relativement insensibles à sa prolongation. S'agissant d'un produit ayant des capacités

filmogènes, I'hypothèse peut être avancée d'un effet toxique quasi-instantané correspondant au

temps de dépôt du film sur les surfaces biologiques. Si I'on suppose en outre que ce film

possède une stabilité suffisante sur ces surfaces, les effets d'un traitement de quelques minutes

dewaient être équivalents à ceux d'un traitement prolongé, la décroissance progressive des

taux de survie au cours des premiers jours d'une exposition continue ne s'expliqueraient pas par

une accumulation d'effets au cours du temps, mais par une expression plus ou moins tardive en

terme de mortalité du choc toxique initial suivant les individus.

Un essai en exposition intermittente de très courte durée journalière a donc été réalisé en

choisissant une concentration assez élevée pour provoquer des mortalités rapides en exposition

continue. Cette concentration en Mexel@ 432 peut être représentative de celles rencontrées

dans les circuits industriels traités.
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Effets lélaux du MueI'432 en æposilion intermittente

Matériel et méthodes

Les gamètes sont obtenus suivant Jaoul and Roubaud (1982): maintien des géniteurs mâles

et femelles en eau froide de l'automne jusqu'au moment du test, puis séjour de 2 semaines à

2O'C sous une photopériode de 13 heures d'éclairement journalier - injection d'extrait

hypophysaire de carpe 36 et 12 heures avant le moment choisi pour la ponte - récolte des

gamètes par massage abdominal hors d'eau - insémination artificielle en chambre thermorégulée

à124"C et incubation suivant Ghillebaert et al. (1995). environ 50 ovocytes sont dispersés avec

l0 pl de spenne dans 20 ml d'eau synthétique (ISO 7346/3, 1984) dans des incubateurs en

polystyrène (OSI-Labo) - lavage du sperme en excès au bout de 20 min et incubation à une

température moyenne de 24,4 + 0,7"C dans 100 ml d'eau synthétique renouvellée tous les

jours. Les incubateurs sont mis sur une table oscillante (10 oscillations/min).

Un choc toxique journalier de durée l0 min. est appliqué pendant 12 jours à partir de la

fecondation dans une solution fraîchement préparée de Mexel@ 432 àLla concentration2 mglL

dans une eau synthétique. Au premier jour, le choc toxique est effectué 7 heures après la

fecondation. Paratlèlement, un essai en exposition continue à partir de la fecondation a été

réalisé dans les mêmes conditions.

Les pourcentages de survie sont mesurés chaque jour avant le choc toxique, le critère de

discrimination des oeufs morts étant la coagulation du vitellus ou des protéines du système

nerveux central.

Les effets létaux sont étudiés à I'aide du logiciel SYSTAT 5.0 (SYSTAT for Windows,

Tgg2) par analyse de variance (McClave et aL,198l) après transformation des pourcentages

de survie par lafonction arcsinus. Les concentrations sans effet observé (CSEO) sont calculées

au seuil o,:5 oÂ à I'aide du test de comparaison multiple de Tukey.

Résultats

En exposition continue, les concentrations sans effet observé (CSEO) sont 2 mg/L après

I jour d'exposition, 0,75 après 3 et 5 jours, 0,5 après 9 jours et 0,25 après 12 jours

(Arehmouch et aL, soumis). En exposition intermittente, la concentration testée 2 mgll- reste

sans effet observé jusqu'à la fin du 12" jour d'exposition (Tableau l).
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Effets letaux du Mscel@ 432 en uposition intermittente

ICl
(merl.)

N

7o survie X(o)" au jour Jx

Exposition continue (ours)

J1 J3 J5 l9 Jt2

0 245 79 (7)^ 73 (7)^ 72 (7)^ 7r (7)^ 68 (6)"

0,25 156 74 (5,5)^ 7l (3)"" 7t (3)^ 70,5 (3)" 65 (3)"

0,5 190 85 (s)" 84 (7)^ 79 (7)^ 7s (5)^ 0 (0)'

0,75 172 81 (6)' 79 (s)^ 56 (r6)" 47 (22)b 0 (0)"

I t76 79 (r5)^ 54 (10)" 9 (16)" 0 (0)" 0 (0)"

2 181 85 (4)' 0 (0)" 0 (0)" 0 (0)" 0 (0)"

2 r40 6s (1 1r 6s (1r)" 62 (tL)^ 63 (10)" 6r (12)^

de l0 min/iour

[Cl: concentration nominale en Mexel@ 432. N: effectif total testé sur les 3 répliques.

X: moyenne. o: écart-type. *: Indice de comparaison multiple du test de Tuckey: deux valeurs

d'une même colonne ne sont pas diftrentes au seuil de 50Â si leur exposant comporte une

lettre commune. caractères gras. effet significatif par rapport aux embryons et larves incubés

dans I'eau synthétique.

Discussion

Après 12 jours d'exposition intermittente de 10 min / jour à la concentration de 2 mglL,les

effets du Mexel@ 432 ne sont pas significativement différents de ceux obtenus en exposition

continue avec une concentration 8 fois plus faible soit 0,25 mglL. L'hypothèse d'une

assimilation des effets du Mexel@ 432 à I'action d'un dépôt quasi-instantané d'un film sur les

surfaces biologiques n'est donc pas vérifiée.

La faible toxicité observée en exposition intermittente montre que les risques écologiques

liés à I'utilisation du Mexel@ 432 sont beaucoup moins importants que ne semblent I'indiquer les

seuls résultats de tests effectués en exposition continue (fuehmouch et aL, soumis).

Après la réalisation de notre essai, les effets du Mexel@ 432 en exposition intermittente ont

été étudiés sur la daphnie (Daphnia magna) et le poisson tête de boule (Pimephales promelas)

7 l



Effets tetaux du Me:cel@ 432 en æposilion intermiltente

(Ghillebaert et Brooke, 1997). Chezla daphnie, dans une eau du Lac Supérieur aux Etats Unis,

les CLso mesurées après exposition journalière de 5, 20 et 80 min pendant 48 h sont

respectivement au moins 135,43 et 16 fois plus élevées qu'après exposition continue. Chez le

poisson tête de boule, pour des durées d'exposition journalières de 5 et 20 min. pendant

4 jours, ces facteurs de multiplication étaient respectivement de 41 et 15.

Ces résultats ne peuvent que limiter les risques susceptibles d'être attribuées au Mexel@ 432

au seul w des essais normalisés effectués en exposition continue.

Etant donné que de nombreuses pollutions notamment celles d'origine humaine, sont

provoquées par des relargages discontinus, ces premières observations montrent I'intérêt qui

dewait s'attacher à l'élaboration systématique de tests en exposition intermittente pour

l'évaluation des risques toxiques dans I'environnement.
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Effas du Mexel@ 432 sur lo croksance

2.3. Effets da Mexcl@ 432, un agent anti-salissure indastriel, vis-à-vis de la croisssnce

embryælarvaire de la carpe commune

Ghillebaert, F., Arehmouch, L., Chaillou, C. et P. Roubaud

Projet d'une note brève

Introduction

Le Mexel@ 432 est un produit de plus en plus utilisé comme agent anti-salissures et

anticorrosion dans le traitement des circuits hydrauliques et urbains. En eau pure, au

laboratoire, il présente une toxicité élevée vis-à-vis de divers organismes non-cibles

(Ghillebaert et Brooke, 1997; INERIS, 1997) Par exemple, pour les embryons et larves de

carpe, la CLso (72 h) est proche de I mglL et peut descendre jusqu'à environ 0,3 mgll- après

7 jours d'exposition (Arehmouch et aI, soumis).

Pour l'évaluation des effets toxiques sur le développement embryolarvaire des poissons,

divers critères sublétaux ont été élaborés notamment la mobilité, la croissance et le taux

d'éclosion. Parmi ces critères, la croissance est souvent citée pour sa sensibilité élevée

(Kristensen, 1990; Ghillebaert, I 996).

Dans ce qui suit, nous étudions les effets du Mexel@ 432 sur la croissance embryo-larvaire

de la carpe.

Matériel et méthodes

La production des gamètes et la fecondation artificielle sont réalisées suivant Jaoul et

Roubaud (1982): maintien des géniteurs mâles et femelles en eau froide de I'automne jusqu'au

moment du test, puis séjour de 2 semaines à 20oC sous une photopériode de 13 heures

d'éclairement journalier - injection d'extrait hypophysaire de carpe 36 et L2 heures avant le

moment choisi pour la ponte - récolte des gamètes par massage abdominal hors d'eau.

L'insémination artificielle a lieu en chambre thermorégulée à 24"C'. dispersion d'environ

50 ovocytes avec l0 prl de sperrne dans 20 ml d'eau synthétique (ISO 734613,1984) dans des

incubateurs en polystyrène (OSI-Labo) - lavage du sperme en excès au bout de 20 min.

L'incubation est réalisée suivant Ghillebaert et aL, (1995) dans 100 ml d'eau synthétique

renouvelée tous les jours, sur une table oscillante (10 oscillations / min) à une température
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Effets du IIIæel@ 432 sur la croissance

moyenne de 24 t loc. Les essais sont effectués sur 3 pontes diftrentes sans apport de

nourriture, à raison de 3 répliques par concentration testée.

A la fin de I'exposition, le taux de survie est mesuré dans chaque incubateur: le critère de

discrimination des larves mortes est la coagulation du vitellus ou des protéines du système

nerveux central. Les larves survivantes sont prélevées et fixées au formol à l0 oÂ, en totalité ou

à raison d'un maximum de 30 larves par réplique. Au moment de la mesure, les larves sont

déposées sur le fond d'une boite de Petri et l'eau qui les mouille est éliminée par aspiration à

I'aide d'une pipette Pasteur. La longueur de chaque larve est alors mesurée en unité arbitraire à

I'aide d'un micromètre oculaire: il s'agit de la distance linéaire entre I'extrémité de la tête et la

base de la nageoire caudale. Les larves endommagées dans les manipulations ne sont pas

mesurées.

Pour chaque essai, les résultats sont traités par analyse de variance au risque cr : 5 Vo. En

cas de rejet de l'hypothèse nulle (pas d'effets), les mesures sont étudiées par le test statistique

de comparaison des moyennes de Tukey (SYSTAT pour Windows,1992).

Résultats

Après 7 ou 8 jours d'exposition, les plus faibles concentrations nominales testées ayant un

effet létal observé sont respectivement pour les 3 essais l;3,12 et 1,56 mglL (Tableau l). A

cette concentration létale, la longueur des larves n'a pu être mesurée que dans I'essai l. Les

100 % de mortalité étant atteints dans les deux autres essais. La croissance est

significativement réduite par rapport aux témoins.

Les plus fortes concentrations sans effet létal observé sont 0,5; l,O4 et 0,78 mglL. A ces

concentrations non létales, une réduction de la croissance est observée dans les essais I et2.

Discussion

La toxicité relativement élevée du Mexelp 432 en eau pure vis-à-vis du développement des

embryons et larves de carpe est confirmée par la mise en évidence de ses effets sur la

croissance: en effet, dans nos essais, ceux-ci peuvent apparaître à des concentrations 2 à 3 fois

inferieures au seuil d'apparition des effets létaux.

La notion de sublétalité ne peut être définie de la même façon pour un individu et une

population. En effet, des mortalités peuvent se manifester qui n'affectent qu'une partie de la

population seulement. Un effet sublétal pour les individus survivants pourra alors être
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Effets du Mexel@ 432 sur la croissance

considéré conrme 'paralétal' au niveau de la population, et il ne sera véritablement sublétal à ce

niveau que s'il se manifeste à une concentration in{ërieure ou égale à la plus forte concentration

sans effet observé. Comme le montrent les résultats de 2 parmi nos essais, au laboratoire les

effets du Mexel@ 432 sur la croissance des populations embryoJarvaires de la carpe peuvent

être considérés comme véritablement sublétaux.

Cependant, les significations physiologique et écologique d'une diminution de la croissance

ne sont pas évidentes. Par exemple, celle-ci pourrait être expliquée par une augmentation de

I'activité des embryons dans le milieu d'exposition, alors qu'inversement, une réduction de la

mobilité pourrait favoriser la croissance.

Selon des observations préliminaires, le Mexel@ 432 a un effet excitateur immédiat sur les

larves dès leur mise en contact avec le produit. Cette augmentation de la mobilité pounait

résulter d'un comportement d'évasion ou d'évitement semblable à celui observé chez les

poissons vis-à-vis des surfactants (Lewis, l99I), une famille de produits à laquelle

le Mexel@ 432 peut être rattaché. En I'absence d'apports nutritifs exogènes, ce qui est le cas

dans nos essais, les larves consacreraient plus d'énergie à la mobilité au dépens de la

croissance. Cette hypothèse permettrait d'expliquer aussi la chute des CLso observée avec le

Mexel@ 432 en phase d'inanition (phase des mortalités dues à l'épuisement des réserves

vitellines), les animaux les plus actifs étant aussi ceux qui meurent le plus vite (Arehmouch el

al, soumis).

Toutefois, d'un point de vue écologique, une augmentation de la mobilité, même si elle se

traduit par une réduction de la croissance, pourrait être favorable, en permettant par exemple

aux larves de mieux fuir les zones polluées ou échapper aux prédateurs. Mais, elle pourrait

aussi avoir des effets négatifs, par exemple une augmentation de la pénétration des

xénobiotiques. Plus directement, une croissance rapide est généralement considérée comme un

facteur de survie dans le milieu (Keast et Eadie, 1985; Pepin, 1993), mais les petites larves

pourraient au contraire avoir un avantage sur les grandes vis-à-vis de la prédation (Litvak et

Leggett, 1992), d'autant plus qu'un retard de croissance peut être compensé au stade juvénile

(Bertram et aL,1993).

La mise en évidence d'effets sublétaux sur la croissance pourrait indiquer que les embryons

survivants dans nos essais au moment de la mesure sont en réalité destinés à mourir plus tard

(effets prélétaux). Pourtant, d'une part nos résultats expérimentaux ont montré que les effets

létaux du Mexel@ 432 s'anêtent quand I'exposition cesse (Arehmouch et aL, soumis), et d'autre
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part, il est connu que certains effets liés aux surfâctants peuvent être réversibles (Maciorowski

et aL,1977 inlewis, 1991). Il est donc possible que le retard de croissance observé puisse être

compensé aux stades ultérieurs si I'exposition cesse et si la nourriture est disponible.
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40 (2)^ 9,05 (0,38)"
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2.4. Effets létaax des prodaits constituants da Mexelt 432, yis-â-uis da développement

embryo-lanaire de la carpe commune

Latifa Arehmouch et Pierre Roubaud

Complément au rapport d'exécution du contrat de recherche noE3L/L25-2L6366-AEEI794

(EDF, Dir. des Etudes et Recherches) / (Université Paris 7, Groupe d'Embryotoxicologie

des Poissons : GEP)

Introdaction

Le Mexel@ 432 est un mélange complexe utilisé industriellement à grande échelle conrme

agent anti-salissures et anticorrosion dans les installations hydrauliques. Sa toxicité potentielle

pour I'environnement a été évaluée, notamment par des essais de laboratoire sur des

organismes non-cibles coûrme les poissons et les daphnies (Ghillebaert and Brooke, 1997'). En

eau pure, sa toxicité vis-à-vis du développement embryo-larvaire de la carpe s'est révélée

importante (Arehmouch et aI, soumis).

Selon le fabriquant, le Mexel@ 432 est un mélange contenant 80 o/o d'eau et 20 o/o de résidu

sec constitué de diamines grasses (produit A\ 13,4 Yo en masse du Mexel@ 432), d'amines

tertiaires (produit 8,3,2%) et d'un aminoalcool (produit C,3,4yo).

Dans ce qui suit, nous comparons les effets létaux du Mexel@ 432 àceux de ses constituants

utilisés séparément vis-à-vis du développement embryoJarvaire de la carpe coflrmune

(Cyprinus carpioL.).

Matériel et méthodes

La production des gamètes et la fecondation artificielle sont réalisées suivant Jaoul et

Roubaud (1982): maintien des géniteurs mâles et femelles en eau froide de I'automne jusqu'au

moment du test, puis séjour de 2 semaines à 20oC sous une photopériode de 13 heures

d'éclairement journalier - injection d'extrait hypophysaire de carpe 36 et 12 heures avant le

moment choisi pour la ponte - récolte des gamètes par massage abdominal hors d'eau -
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insémination artificielle en chambre thermorégulée à 24"C par dispersion d'environ 50 ovocytes

avec l0 pl de sperme dans 20 ml de solution testée dans des incubateurs en polystyrène (OSI-

Labo) - lavage du sperme en excès au bout de 20 min. L'incubation est réalisée suivant

Ghillebaert et aL, (1995) dans 60 ml de solution testée renouvelée tous les jours, sur une table

oscillante (10 oscillations / min) à une température moyenne de 24 ! l"C.

Le pfl la concentration en oxygène, la température et le taux de survie sont mesurés dans

chaque incubateur avant le renouvellement journalier du milieu. Le critère de discrimination

des larves mortes est la coagulation du vitellus ou des protéines du système nerveux central.

Les essais sont effectués sur 2 pontes diftrentes sans apport de nourriture, à raison de

3 répliques par concentration testée.

Dans la première série d'essai, I'exposition débute au moment de la fecondation et se

prolonge jusqu'au début des mortalités par épuisement des réserves trophiques vitellines (fin du

11" jour d'exposition). La deuxième série porte sur des larves âgées de 1 ou 2 jours après

éclosion (4 ou 5 jours comptés à partir de la fecondation): un effectif de 30 larves est distribué

dans chacun des incubateurs avant I'exposition qui dure 72 h pour le produit A et 24 h pour le

produit B.

Les solutions toxiques sont préparées à partir de solutions mères obtenues par dilution ou

dispersion de 100 mg du produit à tester dans 1 litre d'eau synthétique (ISO 734613. 1984).

Pour les produits A et B, cette dispersion est favorisée par dilution préalable des 100 mg de

produit dans 0,1 ml d'éthanol. Dans les solutions d'essai, la plus forte concentration en éthanol

testée est alors de 32 pl/L, une concentration plus de 70 fois inferieure au seuil de létalité de

l'éthanol pour I'embryon de carpe (2,5 rd,/L, Lefebwe, 1990).

Les gammes de concentrations (Tableau 1) testées pour chaque produit ont été choisies à

partir d'essais préliminaires.

Méthodes statistiques

Les effets létaux sont étudiés à I'aide du logiciel SYSTAT 5.0 (SYSTAT for Windows,

1992) par analyse de variance (McClave, et aL,198l) après transformation des pourcentages

de survie par la fonction arcsinus. Les concentrations sans effet observé (CSEO) sont calculées

au seuil q = 5 %o à I'aide du test de comparaison multiple de Tukey. Les concentrations létales

pour 50 oÂ de la population (CLso) sont calculées avec le programme rimmed Spearman-

Karber (TSK) Version 1.5.
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Résultats

En exposition continue à partir de la fécondation (Tableau l), dans le Mexelc 432 comme

dans ses constituants A et B séparés, les mortalités significatives n'apparaissent à la plus forte

concentration testée qu'à la fin du 3" jour d'exposition, c'est-à-dire après l'éclosion. Les CLso

décroissent ensuite jusqu'au 5" jour, puis se stabilisent jusqu'au 11" jour d'exposition. Lorsque

des effets létaux sont observés dans un incubateur, ceux-ci sont concentrés dans le temps. Dans

2 essais, les mortalités ne sont observées que dans une seule des 3 répliques relatives à la même

concentration (produit A. 0,04 mglL et Mexel@ 432'.0,5 mg/L).

Le produit A apparaît beaucoup plus toxique que le produit B: par exemple, à la fin du

11" jour d'exposition, leurs CLso sont respectivement 50 et 660 yglL

Sur des larves âgées de 4 jours, des concentrations supérieures ou égales à 200 p,g[L en

produit A provoquent 100 oÂ de mortalité en moins de 24 heures, mais la concentration

100 pgll- est sans effet létal observé après72 heures.

Sur des larves âgées de 4 ou de 5 jours, une concentration de 2 m{L en produit B

provoque 100 % de mortalité en moins de 12 heures, mais aucun effet létal n'apparaît à la

concentration I mg/L.

Avec le produit C, les concentrations de 32 et 100 mg/L sont sans effet létal.

Discussion

Dans un modèle de toxicité additive, les produits B et C ne représenteraient qu'une part

négligeable de la toxicité du Mexel@ 432. En eflet, non seulement ces produits sont peu

toxiques par eux même, mais ils représentent une part très faible (3,2 et 3,4 oÂ respectivement)

de la composition du Mexel@ 432.

Cependant, au 3" jour d'exposition, la toxicité du Mexel@ 432 ne semble pas seulement due

à celle de son composé le plus toxique, le constituant A. En effet, la CLso (72 h) du Mexel@ est

de 780 pglL ce qui correspond à un contenu en produit A d'environ 100 |tg/L, soit une

concentration nettement inferieure à la CLso correspondante de ce produit (220 ltglL).

Cependant du 7" au 11" jour d'exposition, le Mexel@ 432 apparût au contraire légèrement

moins toxique que ne I'indiquerait sa teneur en produit A. En effet, cette teneur représente

environ 1,5 fois la CLso du produit A.
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Les constituants A et B du Mexel@ 432 se montrent nettement plus toxiques pour les larves

que pour les oeufs. Par exemple, après 24 h d'exposition, les plus fortes concentrations testées

(CSEO) sont respectivement 320 et 2000 StglL pour les oeufs, contre seulement 100 et

1000 pgÂ- pour des larves exposées directement. Cette diftrence de tolérance entre les oeufs

et les larves a déjà été mise en évidence vis-à-vis du Mexel@ 432 total (Arehmouch et aL,

soumis) et pourrait s'expliquer par I'obstacle constitué par Ie chorion à la pénétration du

produit.

Avec les constituants A et B, les CLso décroissent rapidement après éclosion, mais se

stabilisent ensuite jusqu'à la fin de I'exposition: les indMdus ayant résisté aux premiers jours de

I'exposition sont tolérants à sa prolongation. Ce type de réponse en tout ou rien déjà décrit

pour I'action du Mexel@ $2 au stade larvaire pourrait expliquer les écart-types importants

mesurés aux concentrations proches du seuil de tolérance pour le produit A et le Mexel@ 432

(40 et 500 pglL, Tableau 1), la quasi-totalité des larves étant mortes dans I'une des 3 répliques

seulement. Une faible diftrence de concentration entre les répliques en raison d'une

hétérogénéité des solutions testées serait à I'origine de ces mortalités.

La stabilisation des CL5s après le 5" jour d'exposition ne pouvant pas être attribuée à une

augmentation de la tolérance larvaire confirme I'absence d'effets létaux diftrés du Mexel@ 432

(Arehmouchet aL, soumis) et de ses constituants après exposition et probablement I'absence

d'effets cumulatifs.

Pour I'essentiel nos résultats montrent que la toxicité du Mexel@ 432 vis-à-vis des stades

embryo-larvaires de la carpe peut être attribuée à son contenu en amines grasses (produit A).

Si ce résultat est vérifié pour d'autres organismes non-cibles et surtout pour les biosalissures

qui constituent la cible du Mexel@ 432, I'utilité de ses autres constituants B et C dans la

fonction d'agent anti-salissures pourait être discutée.
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Mexel@

solution dans une eau svnthétique à partir de la fécondation.
A: diamine glasse primaire et secondaire. B: amine tertiaire. N: effectif total sur 3 répliques.
X1o;: pourcentage de survie moyen sur 3 répliques avec écart-type. CLm Oc). concentration
létale pour 50 o/o des individus avec intervalle de confiance (Ic). *: indice de comparaison
multiple du test de Tukey. pour un même produit donné, deux valeurs d'une même colonne ne
sont pas diftrentes au seuil 5 oÂ si leur exposant comporte une lettre commune. Caractère en
gras: effet significatif par rapport aux larves incubées dans I'eau synthétique.
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Produit tcl
(ue/L)

N %o survi X (o)* au iour Jx
J1 J2 J3 J5 J7 J9 J l l

A

0 130 93 (7)^ 93(7)" 81 (20)" 8l (2or 80 (20)" 78 (23)" 74 (24)^

l0 131 95 (4)" 95 (4)^ 86 (7)" 85 (6)" 8s (6)" 84 (4)^ 84 (4)"

20 139 89 (4)" 8e (s)' 87 (6)" 87 (6)" 87 (6)" 87 (6)" 87 (6)"

40 160 94 (3)^ 94 (3)^ 88,5 (1)" 64 (44)^ 6r (44)^ 61 (44)" s6 (40)"

80 t44 97 (5)^ 95 (5)" 88 (3)" 0 (0)'

160 t33 97 (5)^ 96 (6)" 84 (s)" 0 (0)"

320 t32 e3 (e)' 93 (9)" 0 (0)"

CLso

flc) (ue/L)

> 320 > 320 220

220-230

50

50-50

50

50-50

50

50-50

50

50-50

B

0 157 96 (6)" 96 (6)" 96 (7)^ 9s (8)" 94 (9)^ 94 (9)" 94 (9)"

62,5 r29 100 (0)" 97 (4)^ 96 (5)" e6 (s)" 96 (5)" 96 (5)" 96 (5)"

125 128 100 (or 98 (5)" 95 (4)^ 94 (5)" 92 (2)^ 92 (2)^ 92 (2)^

250 158 r00 (0)" 96 (5)" e2 (r)' 89 (3)" 89 (4)" 88 (4)" 88 (4)"

500 t74 100 (0)" loo (o)" 9s (4)^ 95 (4)" e5 (4r 93 ( l ) " 93 (1)"

1000 T47 96 (6)" 95 (5)" 80 (16)" 0 (0)'

2000 t57 97 (5,5) 9̂7 (5,5)^ 0 (0)"

CLso

(Ic) (pe/L)

> 2000 > 2000 1250

l  180-13 l (

690

670-700

680

660-700

660

640-680

660

640-680

Mexel@

0 L2l 93 (6)" 93 (6)" 87 (6)' 87 (6)" 87 (6)" 87 (6)' 82 (5)"

125 165 89 (7)" s9 (7)" 88 (6)" 84 (3)"" 83 (3)"" 82 (2)"' 77 (6)^'

250 177 86 (4)" 86 (4)" 86 (4r 86 (4r 86 (4)" 85 (5)"0 84 (4)"

500 r6 l 83 (1)" 83 ( l ) " 8 l  ( l ) " 62 (r7)' 60 (21)" 58 (24)' s4 (æ)b

1000 r57 89 (12)" 89 (13)" 2t (t2)" 0 (0)'

2000 185 92 (7)^ 73 (2s)^ 0 (0)o

CLso

(Ic) (pe1l-)

> 2000 > 2000 780

740-830

570

540-610

560

530-590

550

520-580

s50

520-580

Tableau 1. Effets létaux du Mexel@ 432 et de ses principaux constituants (A et B) en
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2.5. Effets létaux uis-à-yls des larves de la carpe commune de 4 pesticides Influence du

Mæ,el@ 432, un agent anti-salissure industriel

Latifa Arehmouch, Valérie Tfibel, Catherine Chaillou et Pierre Roubaud

Complément au rapport d'exécution du contrat de recherche noE3L|L25-2L6366-AEEI794

(EDF, Dir. des Etudes et Recherches) / (Université Paris 7, Groupe d'Embryotoxicologie

des Poissons : GEP)

Résumé

Les effets létaux de 4 pesticides de degré d'hydrophobie variés (deltaméthrine, captafol,

DNOC et amétryne) ont été recherchés chez des larves de carpe, en présence ou en absence

d'une concentration sublétale en Mexel@ 432,lors d'expositions en conditions statiques.

Les effets létaux de ces produits augnentent avec leur degré d'hydrophobie: à 24"C, sur des

larves âgées, la concentration létale pour 50 % des individus après 48 heures d'exposition

(CLso, 48 h) est 1,35 pglL pour la deltaméthrine, 0,17 mgtL pour le captafol, 0,58 mg/L pour

le DNOC et supérieure à l6 mglL pour I'amétryne.

Avec la deltaméthrine, une réduction de la toxicité à basse température est mise en

évidence: chez des larves moyennement développées, la CLso (24 h) est supérieure à 16 pd à

l4oC contre 5,6 pg[L à 24"C. Chez des larves jeunes à 1 1"C, la CLso (96 h) est supérieure à

8 FglL, contre 0,23 p,glL chez des larves âgées à24'C.

^Z4"C,pour les 4 pesticides étudiés, I'addition de 0,5 mglL de Mexel@ 432 a peu ou pas

d'effet sur leur toxicité aiguë. A ll"C avec la deltaméthrine, la CLso (96 h) est supérieure à

8 frg/L dans I'eau synthétique contre 2,81 ltglL en présence du Mexel@ 432.

Ces résultats sont comparés aux données de la littérature sur la toxicité des produits testés

vis-à-vis des poissons et discutés notamment quant à leurs implications pour la méthodologie

des essais toxicologiques sur le développement précoce des poissons.

Mots clés: toxicité, pesticide, deltaméthrine, captafol, DNOC, amétryne, agent anti-

salissures, Mexel@ 432, poissons, température.



Effets letoux de 4 pesticiites. InJluence du Mqel@ 432

Introduction

Le développement embryoJarvaire de la carpe commune a été utilisé comme modèle de

laboratoire pour l'évaluation prédictive des risques toxicologiques dans le milieu aquatique

(Lefebvre, 1990). Plusieurs pesticides, notamment la deltaméthrine, le captafol et le dinito-

ortho-crésol (DNOC) (Lefebwe, 1990; Ghitlebaert, 1995 et 1996 a, b) ont été testés sur ce

modèle et la carpe a été classée parmi les espèces recommandées pour la réalisation des tests

normalisés sur le développement embryo-larvaire des poissons (OCDE, 1997)'

Cependant,les études de laboratoire examinant les effets des polluants sont souvent limitées

à des tests sur molécules isolées, alors que les expositions dans le milieu aquatique proviennent

le plus souvent de mélanges complexes (Schlesinger et aL, L992). Des interactions

significatives entre toxiques ne se manifestent pas obligatoirement. Lorsqu'elles existent, elles

peuvent relever de la simple additiorç de la synergie ou de I'antagonisme (Gupta, 1987; Stacey,

1987; Yang et aL, lgg}). Leurs effets sur les poissons, comme sur les autres organismes

aquatiques peuvent être bénéfiques ou négatifs (Subbiah et aL, 1987; Wicklund et aL, 1988;

Babich et aI,1989; Kershaw et oI,1990; Gallagher and Di'Gulio, 1991).

En raison de leurs propriétés amphiphiles, les surfactants sont susceptibles d'influencer

fortement les propriétés toxicocinétiques des xénobiotiques @e-Ruiter et aI, 1995;

Sterzel, 1997).

précédemment, nous avons étudié les effets sur le développement embryoJarvaire de la

carpe, du Mexel@ 432, un agent anti-salissure et anticorrosion utilisé dans les circuits

hydrauliques industriels (Arehmouch et aL, sous presse et soumis). Le Mexel@ 432 est un

mélange complexe à base d'amines grasses présentant des propriétés tensioactives.

Dans ce qui suit, nous étudions les effets létaux à court terme chez la larve de carpe

corrmune? de quatre pesticides choisis comme modèles et présentant des degrés d'hydrophobie

variés: la deltaméthrine, hautement hydrophobe, le captafol, moyennement hydrophobe, le

DNOC, moyennement hydrophile et I'amétryne, fortement hydrophile. L'influence du Mexel@

432 àune concentration sublétale, sur I'actMté létale de ces produits est recherchée.
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Matériels et méthodes

Matériel biolosique

Six essais (Tableaux 2 à 5) ont été réalisés sur des larves de carpe commune

(Cyprinus carpio L.) issues de 3 pontes diftrentes et produites au laboratoire par des

géniteurs originaires de la pisciculture < Les Alevins de Sologne > (Vignoux sur Barengeon,

18500, France). La production des gamètes, la fecondation, I'incubation, la prépatation des

solutions, I'exposition des larves et la mesure des taux de mortalité ont été réalisées suivant

Arehmouch et aI sous presse.

Avant exposition, I'incubation des oeufs est effectuée à 24 + loC pendant 3 jours,

c'est-à-dire de la fecondation à la fin de l'éclosion. Les larves sont ensuite transférées à

ll + l"C jusqu'au début de I'exposition dans les essais I et2 et 14 + loC pour les autres essais'

Ce régime thermique a été choisi de façon à réduire la vitesse de développement pour disposer

plus longtemps dtne réserve de larves pour les expériences. Les températures de l loC et 14"C

sont compatibles avec un développement normal des lanres de carpe (Reznicenko, 1976) et ne

modifient pas leur sensibilité au Mexel@ 432 (Asehmouch el aL, résultats non publiés;

Arehmouch et aL, sous presse). Elles déterminent des vitesses de développement larvaire

respectivement proches du quart ou du tiers de la valeur de cette vitesse àL 24"C. Dans nos

essais, les âges physiologiques en cours d'exposition rapportés aux âges correspondants à 24oC

sont alors approximativement 4-5 jours pour I'essai 1,5,5-9,5 jours pour I'essai 2; 6-6,3 jours

pour I'essai 3 à 14oC et 6-7 jours à 24oC;7,3-9,3 jours pour I'essai 4;6,7'10,7 jours pour

I'essai 5 et 6,7-9,7 jours pour I'essai 6.

Exposition. Solutions d'essais

Les effets létaux des 4 pesticides sont mesurés à 24"C en I'absence ou en la présence de

0,5 mglL de Mexel@ 432, une concentration sublétale (Arehmouch et aL, soumis). Avec la

deltaméthrine, des expositions à ll'C et 14oC sont testées. L'origine et les caractéristiques des

pesticides utilisés sont données dans le tableau 1. Le Mexel@ 432 provient de la société

ME)GL (59481 Haubourdin, France; lot 03/l ll95).

L'exposition a lieu en condition statique, sans apport de nourriture, dans 100 ml de solution

en incubateurs de polyéthylène pour la deltaméthrine et dans 60 ml en incubateurs en

polystyrène cristal pour les autres pesticides.
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Le milieu de dilution des toxiques est une eau slmthétique (lSO 734613, 1984) contenant

(en mg/L d'une eau déionisée de résistivité > IMO): CaClz-zHzO'.294,0; MgSO+ - THzO'

123,3;Na'HCOs: 63,0 et KCI: 5,5. Le pH est de 7,8.

Les solutions d'essais aux différentes concentrations en pesticides (Tableaux 2 à 5) sont

préparées à partir d'une solution mère à320 mglL pour la deltaméthrine (solution éthanolique),

ZO mg/L pour le captafol (avec prédispersion dans de l'éthanol),20 mglL pour I'amétryne et

40 myL pour le DNOC. Dans les essais sur la deltaméthrine et le captafol, les solutions sont

préparées de manière à contenir 0,1 myl. d'éthanol, une concentration très largement inferieure

au seuil de toxicité de l'éthanol pour la larve de carpe (Lefebwe, 1990). Le Mexel@ 432 est

introduit à partir d'une solution mère de 100 mg/L d'eau synthétique.

Les concentrations sont exprimées en concentrations nominales. Pour chacune d'entre elles,

3 répliques sont préparées.

Produit Deltaméthrine Captafol DNOC Amétryne

Nom

chimique

iS)-a-cyano-3-phenory

rcnzyle- ( I R) - cis-3 -(2,2 -

iibromo-vinyl)-2,2-dimethYl

cyclopropane carboxylate

:is-N-((1,1,2,2,-

Ietrachloroethyl)-

;hio)4-yclohexene-

l.2.dicarboximide

1,6-

)initro-o-

résol

N2-ethyl-N4-iso

propyl-6-methyl

lhio- 1,3,5,-triazine

-2,4-diamine

N'CAS 52918-63-5 2939-80,2 534-52-1 8073-61-8

Masse

moléculaire

505,2 349,1 198,1 227,3

Solubilité dant

I'eau (20'C)

environ 2 VglL 1,4 mg[L 130 mgÆ r85 glL

utilisation insecticide fongicide pesticide

polyvalent

herbicide

Qualité 99,60/0 de pureté technique technique 99,3 Yo certifié

Origine Roussel-Uclaf, France INRA.CNRAs

Versailles, France

Eastman-

Kodak

Promochenq

lot 31124
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Méthodes statistiques

Les effets létaux des solutions de Mexelt 432 sont étudiés à I'aide du logiciel SYSTAT 5.0

(SYSTAT for Windows, 1992) par analyse de variance (McClave et aL, 1981) après

transformation des pourcentages de survie par la fonction arcsinus. Les concentrations sans

effet observé (CSEO) sont calculées au seuil q: 5 %o à l'aide du test de comparaison multiple

de Tukey. Les concentrations létales pour 50 oÂ de la population (CLso) sont calculées à l'aide

du Programme Rimmed Spearman-Karber (TSK) Version 1.5.

Rësultats

Toxicité de la deltaméthrine

Chez des larves âgées de 7 jours de la ponte I (essai l, Tableau 2), les taux de survie à

l loC chez les 3 types de témoins testés se maintiennent proches de 100 % jusqu'à la fin du

4" jour d'exposition (témoins dans I'eau synthétique avec ou sans 0,1 ml/L d'éthanol et témoins

dans la solution à 0,5 mg/L de Mexel@ 432 plus 0,1 myl. d'éthanol). Jusqu'à la concentration

8 FglL,la deltaméthrine est sans effet pendant 4 jours. Cependant, en présence de 0,5 mg/L de

Mexel@ 432, aux concentrations 8 et 4 pglL de deltaméthrine, la totalité des larves meurent

entre la fin du 2" etla fin du 4" jour d'exposition.

AZ 'C, chez des larves âgées de 13 jours (ponte 1, essai 2), les taux de survie chez les

3 types de témoins commencent à baisser à partir du 3' jour d'exposition, les écart-types entre

répliques étant importants. La toxicité de la deltaméthrine est fortement augmentée par rapport

à I'essai l, aussi bien en la présence qu'en I'absence du Mexel@ 432'. pat exemple, après 4 jours

d'exposition, les CLso sont diminuées d'un facteur supérieur à 12. Le Mexel@ 432 parût ne pas

influencer de manière significative la toxicité de la deltaméthrine.

Sur des larves âgées de l2jours de la ponte 2 (essai 3, Tableau 3), la toxicité moins élevée

de la deltaméthrine à basse température est confirmée: lorsqu'on passe de l4oC à 24oC,

la CLso (24h)est diminuée d'un facteur supérieur à2,8.Laprésence du Mexel@ 432 reste sans

influence dans cet essai.

Toxicité du cantafol

Sur des larves âgées de 16 jours de la ponte 3 (essai 4, Tableau 4), un effet létal du captafol

est observé à une concentration aussi faible que 62 pglL après 2 jours d'exposition dans I'eau
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synthétique. Les 100 o/o de mortalité sont obtenus à la concentration 0,5 mglL. Le Mexel@ 432

n'influence pas sensiblement la toxicité du produit.

Toxicité du DNOC

Les pourcentages de survie sur des larves âgées de 14 à 18 jours se maintiennent supérieurs

à gO % dans I'eau synthétique, mais chutent à 6I % dans la solution de Mexel@ 432 (essai 5,

Tableau 5). Les CL5e présentent des valeurs similaires dans I'eau synthétique et en présence du

Mexel@ 432'. en 4 jours d'exposition, elles décroissent de 0,68 à O,2l mg/L dans I'eau

synthétique et de 0,61 à0,22 mg/L enprésence du Mexel@ 432.

Toxicité de I'amétrvne

Les taux de survie chez des larves de la ponte 2, àgées de 14 à 17 jours, restent supérieurs à

80 oÂ aussi bien dans I'eau synthétique que dans le Mexel@ 432 (essai 6, Tableau 5). Jusqu'à la

concentration 16 mg/L, aucun effet significatif n'est observé pendant 2 jours d'exposition. A

cefie concentratiorq à la fin du 4" jour, un effet létal significatif est observé dans la solution de

Mexel@ 432 età ta limite de la significativité dans I'eau synthétique. La solution de Mexel@ 432

paraît sans influence sur la toxicité du produit.

Discussion

Validité des résultats

Les taux de survie chez les témoins incubés dans I'eau synthétique se sont maintenus

supérieurs à 85 % quelque soit le régime thermique appliqué, dans tous les essais à I'exception

de I'essai 2. Dans ce dernier essai (Tableau Z),les mortalités en fin d'incubation peuvent être

attribuées à l'épuisement des réserves vitellines: l'âge physiologique rapporté à un

développem ent à 24"C est alors 9,5 jours et I'on sait que, sans apport de nourriture, les

mortalités par inanition apparaissent généralement chez la carpe entre le 8' et le 10" jour

d'incubation à cette température (Arehmouchet al, soumis).

La possibilité d'utiliser sans dommage apparent des larves conservées au froid pourrait

présenter un intérêt pratique dans la réalisation des tests toxicologiques sur des espèces à

développement rapide comme le sont de nombreuses espèces de poissons. Dans cette

perspective, des essais systématiques sont entrepris pour mesurer les limites de résistance au

froid des embryons et larves de carpe au cours de leur développement.
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Dans une solution contenant 0,5 mglL de Mexel@ 432, aucun eflet létal n'est observé, sauf

dans I'essai 5 où le pourcentage de survie chute à environ 60 % après 4 jours d'exposition.

Dans cet essai, les larves en fin d'exposition ont un âge physiologique avancé (équivalent à

environ l l jours à 24'C) et leur proximité de la phase des mortalités par inanition a pu les

fragiliser. Dans un essai précédent (Arehmouch el cl, soumis), une CLso (4 jours) de

0,59 mglL a été mesurée sur des larves âgées dans des conditions similùes.

Nos résultats (essais I et 2, Tableau 2) confirment I'absence d'effets létaux de l'éthanol à la

concentration 0,1 ml/L (Lefebwe, 1990).

Effets létaux de la deltaméthrine. du captafol. du DNOC et de I'amétrvne dans

I'eau svnthétique

La deltaméthrine est un produit de toxicité élevée vis-à-vis des larves de poisson,

notamment les larves de carpe commune. Par exemple, une concentration de 8 pglL provoque

100 o/o de mortalité après 24 h d'exposition (Ghillebaert et aI,1996 b, c). Nous retrouvons ce

résultat dans nos essais. Cependant, une réduction importante de la toxicité (CLro multipliée

par un facteur supérieur à2,8) est mise en évidence à l4"C chez des larves développées (âge

équivalent à 24"C:6-7 jours; essai 3, Tableau 3). Cette influence de la température paraît être

confirmée par les résultats des essais I et 2 où une multiplication des CLso (96 h) par un

facteur 12 est observée lorsque sont comparés les effets à l loC sur des larves relativement

jeunes à des effets à 24"C sur des larves âgées. Cependant, cette diminution de la toxicité

pourrait être, au moins en partie, expliquée par une évolution de la sensibilité des larves en

fonction de leur âge: on sait, en effet, que la pénétration de la deltaméthrine est plus importante

chez la larve âgée (Lefebwe, 1990). Des essais supplémentaires seront nécessaires pour

trancher entre ces interprétations.

La mise en évidence d'un important effet de la température sur la toxicité de la

deltaméthrine chez la larve de carpe confirmerait, pour les poissons, les nombreuses

observations dans d'autres groupes systématiques montrant une dépendance de I'activité des

pyréthrinoides vis-à-vis de la température. Cependant, chez les insectes, contrùement à nos

observations sur la larve de carpe, la sensibilité au toxique est souvent augmentée aux basses

températures (Jagers et aL, 1995; Materna et aL,1995, Narahashi el aL, 1995; Alzogaray et

Zerba, 1996;Pree et aL, 1996; Guillen et al., 1997; etc.).
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Les effets de la température sur la toxicité des pyréthrinoides dépendent des propriétés des

canaux à sodium de la membrane (Song et Narahashi, 1996) ou des mécanismes de régulation

de la fluidité membranùe (Moya-Quiles et aL,1996). Au cours du développement embryo-

larvaire, la relation de la toxicité des pyréthrinoTdes à la température pourrait varier et

constituer dès lors un modèle expérimental pour l'étude du développement précoce des

structures et fonctions membranaires chez les poissons.

Avec le captafol, en exposition continue à partir de la fecondation, les concentrations

minimales testées ayant un effet observé sont I mÙL après 7 jours d'exposition à 24"C, soit 4

jours après éclosion (Ghillebaert et aI, 1995) ou 0,5 mg/L après 6 jours à 21"C, soit 2 jours

après éclosion (Lefebwe, 1990). Les effets létaux apparaissant surtout après éclosion, la

sensibilité de la larve étant plus importante que celle de I'embryon encapsulé. Sur des larves

exposées directement après éclosion, cette concentration est de I mgil après 24 h d'exposition

(Lefebwe, 1990). Dans nos conditions expérimentales, des effets létaux sont observés sur des

larves âgées à des concentrations beaucoup plus faibles. 62 ltglL après 48 h d'exposition, la

CLso étant alors 0,17 mglL. Cette sensibilité des larves dans notre essai pourrait, sauf erreur

expérimentale, s'expliquer éventuellement par les conditions statiques de I'exposition, une

sensibilité particulière de la ponte testée, ou un début de fragilisation des larves par épuisement

de leurs réserves trophiques, leur âge au moment du test étant équivalent en fin d'exposition à

au moins 9 jours à 24oC. Les larves pourraient aussi avoir été fragilisées par les chocs

thermiques liés à leur conservation à basse température avant exposition. Des essais

supplémentaires seront donc nécessaires pour valider ces interprétations.

Selon Lefebvre (1990), en conditions semi-statiques avec brassage du milieu par bulles d'air

à 17 ou 21"C,I'essentiel des efFets du DNOC apparaissent avant la fin du 1" jour d'une

exposition continue depuis la fecondation. La plus faible concentration ayant un effet observé

(CEO) est alors de I mglL. Les animaux survivants à ce moment se montrent alors insensibles

à la prolongation de I'exposition pendant au moins 6 jours. Dans des conditions similaires, mais

sans brassage par bulles d'air et à24"C, Ghillebaert et aL (1995) observent une stabilité de la

CEO après éclosion à la valeur de I mg/L pendant l0 jours. Dans nos essais réalisés en

conditions statiques à24oc,les larves exposées directement au DNOC à un âge équivalent à

7-l I jours à 24"C paraissent nettement plus sensibles puisque la CEO, loin d'être stable,

décroît de I mg/L après 24 h d'exposition jusqu'à 0,25 mg[L après 4 jours. Pour interpréter

cette différence, les mêmes hypothèses que celles formulées pour les essais sur le captafol

91



Effets letaux de 4 pesticides. InJluence du lulexel@ 432

peuvent être invoquées. D'un point de vue méthodologique, ces interprétations montrent la

nécessité, à la fois d'une standardisation poussée des conditions des essais et de leur application

sur un nombre suffisant de pontes, si I'on veut comparer et évaluer valablement les toxicités des

produits.

A notre connaissance, la toxicité de I'amétryne vis-à-vis des larves de poisson n'a pas été

étudiée jusqu'ici. Chez I'adulte de truite arc-en-ciel, une CLso (96 h) de 3,2 mglL a été citée

(Agence de I'Eau Seine-Normandie, 1996). Dans nos essais, chez la larve de carpe âgée, la

CLso (72 h) est de I'ordre de 10 mglL. Ainsi, I'amétryne, conrme la plupart des triazines

(Agence de I'eau Seine-Normandie, 1996) apparaît comme un produit relativement peu toxique

pour les poissons.

Dans nos essais, la toxicité des pesticides diminue suivant I'ordre: deltaméthrine, captafol,

DNOC et amétryne, qui correspond à leur classement en fonction de leur degré d'hydrophobie.

Ce type de relation apparaît par exemple dans la comparaison des coefficients de partage

octanoVeau et des CLso (96 h) chez la truite arc-en-ciel dans la famille des triazines (d'après

Agence de I'eau Seine-Normandie, 1996). Cette relation bien connue s'explique notamment par

les mécanismes d'interaction des xénobiotiques avec les surfaces biologiques.

Influence du Mexel@ 432 sur les effets létaux de la deltaméthrine. du captafol. du

DNOC et de I'amétrryne dans I'eau svnthétique

De part sa composition à base d'amines grasses, le Mexel@ 432 présente des propriétés de

tensioactif. A ce titre (Sterzel, 1997), il est susceptible d'influencer fortement la physiologie des

membranes biologiques et par conséquent la toxicité des xénobiotiques. Des amines grasses

éthoxylées conrme le surfactant Armoblen ont été utilisées pour augmenter la pénétration d'un

herbicide, le glyphosate dans des végétaux (Santier et Chamel, 1992). De nombreuses amines

grasses ont été introduites dans les formulations d'herbicides pour réduire leur tension

superficielle et améliorer leur pénétration dans les plantes (De-Ruiter et aL,1995). On pourrait

donc a priori s'attendre à une modification par le Mexel@ 432 des propriétés toxiques, en

particulier toxicocinétiques des xénobiotiques soit par modification des cibles biologiques

notamment membranaires soit par liaison directe avec le xénobiotique lui même. Une autre

possibilité d'influence du Mexel@ 432 sur la toxicité des xénobiotiques vis-à-vis des larves de

poissons tient à son effet excitateur à court terme (observations non publiées). On sait que

chez les poissons, la pénétration d'un toxique hydrophobe comme la deltaméthrine dépend de
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la mobilité des larves (Ghillebaert et aL,1996 c). Cependant, nos observations qui devront être

confirmées, paraissent montrer que chez la larve de carpe à 24"C,le Mexel@ 432 reste sans

influence notable sur la toxicité à court terme de plusieurs produits indépendamment de leur

degré relatif d'hydrophobie. A basse température, I'effet observé avec la deltaméthrine après 4

jours d'exposition devra lui aussi être confirmé.
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ets ldaux dc 4 du 13

Essai I 7o survie X(o)* au jour Jx d'exposition

tcl
hetL) N

eau synthétique Mexel@ 432 (0,5 mg/L)

J1 I2 J3 J4 N J I J2 J3 J4

Deltaméthrtne (ponte 1). lIoC. Age en cours d'exposition: 7-11iourc

0 79 100 (0)" 100 (0)" 100 (0)'

0 éth 45 98 (3)" 98 (3)" 98 (3)" 60 100 (0)" 99 (3)" 99 (3)"

0,125 49 100 (0)" 100 (o)' 85 (25)' 78 99 (2)^ 97 (2)^ 96 (4)^

0,25 65 too (0r 98 (3)" 98 (3)" 75 97 (5)^ 9 l  ( 11 ) " 88 (16)"

0 .5 67 l0o (0)" 100 (0)" 100 (0) 84 loo (o)" l0o (o)" roo (0)"

I 86 99 (2)^ 99 (2)^ 99 (2)^ 75 99 (2)^ 99 (2)^ 99 (2)^

2 7 l 100 (0)" 100 (o)" 67 (s8)' 74 ro0 (o)" 99 (2)^ 99 (2)^

4 75 100 (0)" 1oo (o)" 100 (0)' 84 100 (0)" 100 (0)" 0 (0)"

8 54 100 (0)" 98 (3)" 98 (3)" 92 loo (o)"100 (0)" 0 (0)"

cl,sofu/L) >8 >8 >8 >8 >8 2,8i ,**

Essai 2 Deltaméthrtne (ponte 1): 24oC Age en cours d'exposition: 13'17 iourc

0 19 96 (6)" 96 (6)" 88 (18)" 64 (31)'

0 éth 42 e8 (4r 89 (6)" 71 (18)"60 (19)' 29 100 (o)" 94 (10)" 87 (18)" 56 (22)"

0,125 39 loo (0)" 87 (23)^ 42 (30)^' 11 (10)' 39 97 (4)^ 87 (9)" 74 (r9)"' 4t (19)""

0,25 46 98 (3)" 69 (17)""45 (12)"' z2 (13)"47 e8 (3f s2 (12)" 70 (r7)^' 2t (2)^*

0,5 44 r00 (0)" 81 (4)"0 40 (30)""13 (16)' 35 94 (5)" 63 (49)^"34 (2s)' L2 (6)*o'

I 45 95 (4)" 71 (5)"" 18 (lo)* 5 (4)" 36 87 ( ls)" 67 (9)^' 48 (13)""zg (2t)^*

2 36 93 (6)" 40 (13)" 0 (0f 0 (0)" 35 100 (0)" 48 (35)"' 14 (4)* 5 (g)'0"

4 36 36 (55)"" 0 (0)" 0 (0f 0 (0)" J J 89 (10)" 16 (17)* 0 (0)" 0 (0)"

8 35 33 (58)"" 0 (0)" 0 (0f 0 (0)" 49 0 (0)' 0 (0)" 0 (0)' 0 (0f

t6 25 0 (0)o 0 (0)" 0 (0)" 0 (0)" 40 0 (0)' 0 (0)" 0 (0)" 0 (0)"

CLso Gc)

(pen)
3,97

3,38-4,66

1,3 5

1 ,14-1 ,61

0,64

0,41-1,00

< 0,64 4,76

1,16-5,4:

1,38

1 ,05 -1 ,81

0,59

0,44-0,8C

0,23

0,15-0,3é

Mexel@

températures X. moyenne sur les 3 répliques. o: écart-type. *: Indice de Tuckey (deux valeurs

d\r". *ê*" colonne ne sont pas diftrentes au seuil de 50Â si leur indice comporte une lettre

commune). [Cl: concentration en deltaméthrine. N: effectif total sur les 3 répliques.

0 éth: témoins des effets de l'éthanol (0,1 ml,{L). caractères gras: effet significatif par rapport aux

larves incubées dans l'eau synthétique. CLso (Ic): concentration létale pour 50 % des individus

avec intervalle de confiance (Ic). **: intervalle de confiance non calculable. Age en cours

d'exposition: incubationà24"C pendant 3 jours, puis à l4"C jusqu'au début d'exposition.
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températures

X: moyenne sur les 3 répliques. o: écart-type. *: Indice de Tuckey (deux valeurs d'une
même colonne ne sont pas diftrentes au seuil de 5Yo si leur indice comporte une lettre

commune). [Cl. concentration en deltaméthrine. caractères gras: effet significatif par rapport

aux larves incubées dans I'eau synthétique. CLso (Ic): concentration létale pour 50 To des
individus avec intervalle de confiance (Ic). Age en cours d'exposition: incubation à 24oC
pendant 3 jours, puis à I 1"C jusqu'au début d'exposition.

Essai 3 %o suroie X(o)* après I jour d'exposition

tcl
Gdr) N

Deltamahrine (ponte 2). Age en début d'ryosirton: 12 jours

140c 240C

Eau synthétique Mexel@ (0,5 mg/L) Eau synthétique Mexel'(0,5 mgil,)

0 90 loo (or 99 (2)^ 98 (2)^ 100 (0)"

0,5 90 lo0 (of roo (o)' 9S (2)^ 94 (7)"

1 90 loo er 99 (2)^ 99 (2)^ 99 (2)"

2 90 100 (2r r00 (2f 98 (4)" 100 (0)"

4 90 98 (2)' r00 (0)' 97 (3)^ 92 (4)^

8 90 so (12)" 70 (ls)" 0 (0)" 0 (0)"

I6 90 8t (27)^ 74 (J7)b 0 (0)" 0 (0)o

CI,so (Ic)

@dr)

>16 >16 5,58

5,47-5,70

5,4Q

5,17-5,63
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Essai 4

%o survie X( o)* au jour Jx d'exposition

Captafol (ponte P3| Age en cours

d' exposition : 1 G 1 I j ourc

tcl
(ndL)

Eau synthétique Mexel@ 432 (0,5 mg/L)

J2 J2

0 99 (2)' 94 (10)'

0,0625 73 (12)" 78 (24)*

0,125 76 (r2)' 69 (S)"

0,25 le (sf 63 (9)b

0,5 0 (0)" 0 (0)"

I 0 (0f 0 (0)"

2 0 (0f 0 (0f

CLso (Ic)

(mg/L)

0,17

0,16-0,18

0,25

0,22-0,29

Tableau 4. Influence du Mexel@ 432 sur les effets létaux du captafol

Ï: moyenne sur les 3 répliques. o: écart-type. *: Indice de Tuckey (deux valeurs d'une
même colonne ne sont pas diftrentes au seuil de 5Yo si leur indice comporte une lettre
commune). [Cl: concentration en captafol. caractères gras: effet significatif par rapport aux
larves incubées dans I'eau synthétique. CLso (Ic): concentration létale pour 50 % des individus
avec intervalle de confiance (Ic). Age en courls d'exposition: incubation à 24oC pendant 3
jours, puis à l4"C jusqu'au début d'exposition.
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Essai 5 7o survie X( o)* au jour Jx d'exposition

tcl
(mg/L)

DNOC (ponte P2). Age en cotrrï d'exposition: 14-18 iourc

Eau synthétique Mexel@ 432 (0,5 mglL)

J1 T2 T4 J1 l2 l4

0 99 (2)^ 99 (2)^ 9r (2)^ 84 (s)" 83 (3)" 61 (13)"

0,0625 100 (0)" 100 (or 92 (2)^ 99 (2)^ 94 (4)^ 63 (1s)-

0,125 99 (2)^ 97 (o)- 76 (6)^ e8 (2r 93 (7)" 70 (15)-

0,25 99 Q)^ e4 (4\^' 38 (25)' 99 (2)" 93 (3)" le (l4f

0,5 e6 (sr so (21)" 0 (0f 74 (Z)" 32 (s)" 0 (0)"

I 0 (0)" 0 (0)' 0 (0r 0 (0)' 0 (0)' 0 (0f

2 0 (0)' 0 (0f 0 (0)' 0 (0)' 0 (0)" 0 (0)"

CLs (Ic)

(milL)

0,68

0,66-0,77

0,58

0,55-0,63

0,21

0,19-0,23

0,61

0,57-0,65

0,45

0,42-0,48

0,22

0,20-0,23

Essai 6 Amétryne @onte P2). Age en cours d'upositùon: 14-l7 jours

J1 J2 J3 J1 T2 J3

0 93 (9)" e3 (ef 87 (r2)^ 90 (3)" 89 (4)" 81 (5)"

t e3 (er 78 (30)" 7r (27)^ 99 (2)^ 93 (7)^ 44 (21)^

2 97 (6)" 88 (8)" s4 (28)^ 96 (2)^ 79 (28)^ s2 (T9)^

4 98 (4)' 8r (27)^ se (21r e8 (2r 97 (3)^ 6t (7)^

8 99 (2)^ 9l (s)" so (6r e8 (2r 98 (2)" 40 (r2)^

16 e6 (2\^ 69 (32)^ 33 (22)^ e4 (2)' 86 (8)' 22 (re\'

CL56 (Ic)

(ndL)

>16 >16 10,37

7,05-15,26

>16 >16 7,43

5,71-9,66

Tableau 5. Influence du Mexel@ 432 sur les effets létaux du DNOC et de I'amétrvne

moyenne sur les 3 répliques. o: écart-type. *: Indice de Tuckey (deux valeurs d'une
colonne ne sont pas diftrentes au seuil de 50Â si leur indice comporte une lettre

commune). [C]: concentration en DNOC et en amétryne. caractères gras: effet significatif par
rapport aux larves incubées dans I'eau synthétique. CLso (Ic): concentration létale pour 50 %
des individus avec intervalle de confiance (Ic). Age en cours d'exposition: incubation à 24oC
pendant 3 jours, puis à l4'C jusqu'au début d'exposition.

meme
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2.6. Elfets létaux da Mexel@ 432 en présence d'un antigel sur le développement embryo

lanaire de la carpe commune

Par Latifa Arehmouch et Pierre Roubaud

Rapport confidentiel de l'étude réalisée pour la société ME)(EL

Introduction

La commercialisation du Mexel@ 432, un nouvel agent anti-salissures industriel, ayant

également des propriétés anticorrosion et antitartre, a nécessité de nombreux essais préalables

pour vérifier son efficacité et évaluer sa toxicité potentielle dans les zones de rejets.

Selon le fabriquant, le Mexel@ 432 estun mélange contenant 80 o/o d'eau et 20 oÂ de résidu

sec constitué de diamines grasses, d'amines tertiùes et d'un aminoalcool.

Cependant, I'utilisation du Mexel@ q32 à basse température est gênée par sa gélification.

Pour y remédier, I'adjonction d'un fluidifiant antigel, l'hexylène-glycol a été mise à l'essai avec

succès. Cependant, I'utilisation de ce fluidifiant pourrait modifier la toxicité du Mexel@ 432

dans le milieu aquatique.

Le développement embryo-larvaire de la carpe cornmune (Cyprinus carpio L.) constitue un

modèle de laboratoire recommandé pour l'évaluation des risques toxicologiques dans

I'environnement (Lefebwe, 1990; Ghillebaeft., 1996). Dans ce qui suit, nous étudions sur ce

modèle les efFets létaux du Mexel@ 432 enprésence de I'antigel.

Matériel et méthodes

Les géniteurs sont des carpes (Cyprinus carpio L.) originaires de la pisciculture < Les

Alevins de Sologne > (Vignoux sur Barengeon, 18500, France).

La production des gamètes et la fecondation artificielle sont réalisées suivant Jaoul et

Roubaud (1982): maintien des géniteurs mâles et femelles en eau froide de I'automne jusqu'au

moment du test, puis séjour de 2 semaines à 20"C sous une photopériode de 13 heures

d'éclairement journalier - injection d'extrait hypophysaire de carpe 36 et 12 heures avant le

moment choisi pour la ponte - récolte des gamètes par massage abdominal hors d'eau.

l 0 l
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L'insémination artificielle a lieu en chambre thermorégulée à 24"C: dispersion d'environ

50 ovocytes avec l0 pl de spenne dans 20 ml d'eau synthétique (ISO 7346/3, lg84) dans des

incubateurs en polystyrène (OSI-Labo) - lavage du sperme en excès au bout de 20 min.

L'incubation est réalisée suivant Ghillebaert et aL, (1995) dans 60 ml d'eau synthétique

renouvelée tous les jours, sur une table oscillante (10 oscillations / min) à une température

moyenne de 24 + 0,7"C.

Les animaux sont exposés à diverses concentrations en Mexel@ 432 ou en Mexel@ fluidifié

par 10 Yo ou 20 Yo d'antigel (v/v) (notés Mx10 et Mx20) (Tableau l). Pour chaque produit et

chaque concentration, 3 répliques sont préparées (9 répliques pour les témoins).

Méthodes statistiqaes

Les effets létaux sont étudiés à I'aide du logiciel SYSTAT 5.0 (SYSTAT for Windows,

1992) par analyse de variance (McClave et aL, l98l) après transformation des pourcentages

de survie par la fonction arcsinus. Les concentrations sans effet observé (CSEO) sont calculées

au seuil s,: 5 Yo à I'aide du test de comparaison multiple de Tukey. Les concentrations létales

pour 50 Yo de la population (CLso) sont calculées avec le programme rimmed Spearman-

Karber (TSK) Version 1.5. (U. S. Environmental Protection Agency, Cincinnati, OHIO

4s268).

Résaltats

Les taux de survie chez les témoins se maintiennent stables jusqu'au 12" jour d'incubation

(Tableau l). Dans 3,2 mglL de Mexel@ 432, les embryons sont tous morts après 3 jours

d'exposition; dans I,6 mg/L, ils meurent de la fin du 2' à la fin du 7" jour. La plus forte

concentration sans effet létal observé est stable à 0,8 mg/L de la fin du 2* à la fin du 12" jour

d'exposition. Dans la solution Mx20, les CLso décroissent continûment du début à la fin de

I'exposition. La présence de I'antigel n'a pas d'effet marqué jusqu'à la fin de l'éclosion (fin du

3' jour d'incubation). Par contre, chez les larves âgées (du 7' au 12' jour d'exposition), les

effets létaux augmentent avec la concentration en antigel.

Au moment de la fecondation, contrairement aux oeufs traités par le Mexel@ 432 pur ou par

le Mexel@ 432 à l0 o% d'antigel, les oeufs fecondés dans le Mexel@ 432 à 20 % d'antigel ne se

collent pas tous au fond des incubateurs et ont tendance à s'agglutiner entre eux. Cet effet est

d'autant plus visible que la concentration en Mx20 est plus élevée.
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Discussion

Les taux de survie sont encore supérieurs à 85 % après 12 jours d'incubation ce qui

témoigne de la qualité de la ponte étudiée coîrme des conditions d'incubation.

Faute de connaissance sur la toxicité propre de I'antigel (hexylène glycol) vis-à-vis des

ernbryons et larves de poissons, il n'est pas possible de dire avec certitude si I'augmentation

observée des effets létaux du Mexel@ 432 en présence de ce produit est due à sa toxicité

propre ou à un effet interactif avec le Mexel@ 432. Onsait que I'hexylène glycol est un poison

des tubulines (Harris et Clason, 1992; Oka et aI, 1991).Il pourrait donc perturber la période

de segmentation des oeufs de poissons, particulièrement sensible à ce type de poisons (Chaillou

d  aL , l99 l ) .

Chezla carpe, cornme chez les espèces à oeufs collants, I'agglutination des oeufs au moment

de la fecondation peut provoquer des mortalités par asphyxie @illard, 1988). Cet effet pourrait

expliquer I'augmentation de toxicité du Mexel@ 432 en présence de 20 %o d'antigel. Cependant,

I'agglutination des oeufs ne se produit pas dans les solutions Mx10 à des concentrations en

antigel qui pourtant inhibent le collage dans les solutions Àr1x20: par exemple, cet agglutination

est observée aux concentrations 1,6 et 0,8 mg/L de Mx20, alors qu'elle n'apparaît pas aux

concentrations doubles de I\{x10. Or, avec l0 % d'antigel, la toxicité du Mexel@ 432 est

cependant augmentée. Ces observations indiquent que la toxicité liée à la présence de I'antigel

ne résulte probablement pas en totalité de I'inhibition du collage des oeufs.

Dans le Mexel@ 432 pur,les CLso et les concentrations sans effet observé restent stables peu

après l'éclosion. Au contraire, en présencede20%o d'antigel, elles continuent à décroître après

l'éclosion. Cette observation pourrait indiquer soit que I'antigel associé au Mexel@ 432 présente

une activité toxique initiale dont les effets létaux sont plus ou moins différés dans le temps

suivant les individus, soit que I'activité toxique se prolonge au cours de I'exposition. Pour

départager ces deux interprétations, des essais établissant la sensibilité particulière de chaque

période de développement et la toxicité spécifique de I'antigel seront nécessaires.

Références

Arehmouch, L., Ghillebaert, F., Chaillou, C. and Roubaud, P. Lethal effects of Mexel@, an

antifouling agent, towards coûImon carp (Cyprinus carpio L.) embryolarval development.

soumis.

103



Effets letaux du Mæel@ 432 en présence d'un antigel

Billard, R 1988. Artificial insemination and gamete management in fish. Mar. behav. Physiol.

14.3- r2 .

Chaillou, C., Lefebvre, 8., sjafei, D. et Roubaud, p. lggl. L'embryon de carpe en

ségmentation. un modèle expérimental pour l'étude toxicologique du cycle cellulaire.

Cybium.15: 303-314.

Ghillebaert, F. 1996. Le développement précoce des Poissons en écotoxicologie. Exemple: la

carpe coûImune (Cyprinus carpio L.): -Importance des facteurs environnementaux et de

leurs intéractions, - Diversification des critères de toxicité. Thèse de doctorat. Université de

Metz, Metz, France. 107 pages.

Ghillebaert, F., C. Chaillou, F. Deschamps and P. Roubaud. 1995. Toxic effects, at three pH

levels, of two reference molecules on common calp embryo. Ecotoxicol. Environ. Saf.

32:19-28.

Harris, P.J. and Clason, E.L. 1992. Conditions for assembly of tubulin-based structures in

unfertilized sea urchin eggs: Spirals, monasters and cytasters. ./. Cell Sci. 102. 557-567.

ISO 7346/3. 1984. Qualité de I'eau - Détermination de la toxicité aiguë létale de substances

vis-à-vis d'un poisson d'eau douce lBrachydanio rerio Hamilton-Buchanan (Teleostei,

Cyprinidae) - Partie 3, Méthode avec renouvellement continu. International Organisation

for Standardizatiory 1'éd. Ref. no: ISO 734613.

Jaoul, A. et P. Roubaud. 1982. Résistance de I'oeuf de carpe commune (Clprinus carpio L.

Cyprinidne) à des chocs thermiques chauds ou froids. Can. J. Zool.60:3409-34T9

Lefebwe, B. 1990. Bases méthodologiques et conceptuelles de I'embryotoxicologie des

poissons. Thèse de doctorat. Université Paris 7, 135 pages.

McClave, J.T., Sullivan, J.H. and Pearson, J.G. 1981. Statistical analysis of fish chronic

toxicity test data (D.R. Branson and K.L. Dickson, Eds.). ASTM STP 737, Aquatic

Toxicolog,t and Hazard Assessmenf: Fourth Conference: pp.359-376.

Oka, M.T., Arai, T. and Hamaguchi, Y. 1991. Change inthe heterogeneous distribution of

tubulin isotypes in mitotic microtubules of the sea urchin egg by treatment with microtubule

depolymerizing or stabilizing drugs. Cell Structure and Function. 16'. T25-134.

SYSTAT for Windows. 1992. Version 5.0. Ed. Evanston, IL: Systat, Inc.

Trimmed Spearman'Karber (TSK) Program version 1.5. Ecological Monotoring Research

DivisiorL Environmental Monitoring Systems Laboratory. U. S. Environmental Protection

Agency, Cincinnati, OHIO 45268.

104



tcl
tuslL'

N 7o survie X (o)* à la fin du iour Jx
J1 J2 J3 J5 T7 J9 J11 112

Témoins dans I'eau svnthétique
0 524 99 (21 99 (2\ 97 B\ 95 (41 93 Al 92 @\ 8e (s) 86 (7)

Mexel@ 432
0 200 e8 (2)' 98 (2f 94 e\^ 94 B\^ 92 B\^ 92 B\^ 9r et' 9r (2\^

0.1 r26 94 (3)" 93 @\^ 90 (2\" e0 Q\" 90 (2\' 90 (2\" 88 (2)' 86 (6)"

0-2 109 e7 rc\^ e6 Q\^ 92 G)^ 93 (3)" 93 (3)" 93 (3)" gl (6)" 89 (8)'

0.4 134 95fi)" 95 (1)" 92 (5\^ gl  (5)" 9t (6)" 91 (6)" 90 (7\^ 90 (7\^
0.8 140 97 6\" 96 (5)" 94 Gl^ 94 (3\^ 93 (3)" 93 (3)" gl (5)" gg (4)"

1.6 r28 99 (1y 98 (2\^ 43 (1,1)b 43 fll)D 0 (0)b

? J t22 79 (6t' 1 (3)" 0 (0)"

Ct so (Ic)
fuqlL\

> 3,2 ') )\

2-22-2-28
r,52

t_42-t-6t
1,55

1-45-1.6i
l , l 3  *  * 1 ,13  +  * l , l 3  +  * 1,13  * *

Mexel@ 432 ovec 10 % 'v/v) d'antisel
0 t25 99 (21" ee Q\^ 97 fi\^ 96 Q\^ 93 (6)" g0 (6)" 75 (15)" 69 (18)"

0.05 r28 99 (21^ 99 (2\^ 99 Q\^ 95 (6)' es 6\" e3 G\" gg (5)' 87 (5)'

0.1 153 99 0)' 99 (1) ' e6 (4\^ 95 (5)" 95 (5)' 95 (5)" 79 e6\^ 74 (27\^

0.2 103 99 0\^ 99 0\' 98(3)" 97 (s\^ 96 (8)" 9s 0\^ 9l (10) ' 88  (11) "

0.4 r48 e7 0\^ 97 (r\^ 98 (2)" e3 (4\ 9l (3)' g0 (4)" 8 l (3)" 70 (g)"

0.8 146 98 (1 f gg fi)" 98 (0)" 36 (32f 32 (2Ef 29 {26f 11 f l8)b 6 (g)b

1.6 t40 96 (5)' 97 (s\^ 26 (2sf 0 (0)"
3,2 132 88 n l)" g (g)" 0 (0)b

CLso (Ic)
(me/L)

> 3,2 2,33
2-27-2.38

1,33
1,27-1,4(

0,74
),70-0,79

0,71
).67-O-7C

0,70
0.66-0.74

0,61
0 58-0.64

0,49
0.53-0-56

Mexel@ 432 avec 20 % (v/v) d'antisel
n T99 99 Q\^ 99 Q\" 99 Qf 94 (61" 93 (5)' 93 (5)" 89 (7)" 85 (7)-

0.05 t32 98 (0)- e7 (r\'" 96 ( l ) " 96 (1) ' 96 Q\^ 9s (3)' 85 (1 l ) " 75 (16)"

0 .1 156 100 (0)' 100 (0)" 100( l ) ' 100 ( l ) " 99 (1) ' 99 fi)" 9 l  00)" 82 /L2\"

0-2 t26 ee ( l f gg fi)"' 97 (4\' 95 (2\^ 9s o\^ 9s o\^ 94 (3\^ 9l (3)"

0.4 l 3 l 9g (3)- 98 (3)" 97 3\^ 97 (3)^ 96 (3)" 93 (5)" 7g (6)" 39 (30)*

0.8 l 6 l 96 (2\^" 96 Q\* e7 t\^ 49 (38)b 3l (31)" 24 (33)b n (18)" g fl6)"o

1 .6 t62 98 (2\"" E8 (8)" st QTlo 0 (0)"
3-2 t59 gg (îb 0 (0)"

CLso (Ic)
(me/L)

> 3,2 2,07
2,00-2,15

1,64
l-55-l-7t

0,83
).79-0.8t

0,73
)-69-0.7',

0,70
0-66-0-73

0,60
0"57-0.63

0,45
0-42-0-49

Effets letaux du MseI@432 en présence d'un antigel

Tableau 1. Effets de I'antigel sur la toxicité du Mexel@ 432 en solution dans une eau
svnthétique à partir de la fécondation.

[Cf : concentration nominale en produit testé: Mexel@ 432, Mexel@ 432 à l0 % ou 20 %
d'antigel. N: effectif total testé sur les 3 répliques. X: moyenne. o: écart-type arrondi à l'entier
voisin. *: indice de comparaison multiple du test de Tuckey: pour chacun des produits testé,
deux valeurs d'une même colonne ne sont pas différentes au seuil de 5 %o si leur exposant
comporte une lettre cornmune. LCso (Ic): concentration létale pour 50 % des individus avec
I'intervalle de confiance (Ic). **: I'intervalle de confiance de la LCso n'est pas calculable.
Caractères gras: effet significatif par rapport aux embryons et larves incubés dans I'eau
synthétique.
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2.7. L'inhibition du collage des oeufs: un effet toxique chez les poissons. L'exemple

d'un lixiviat de cendres de charbon et du Mexel@ 432 enrichi en antigel.

Principe d'une méthode de quantification
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2.7. L'inhibîtion da collage des oeufs: un effet toxique chez les poissons L'exemple

d'un lixiviat de cendres de charbon et du MueP 432 enichi en antigeL hincipe d'une

méthode de quantifi cation

Par latifa Arehmouch et Pierre Roubaud

Projet d'une note préliminaire

Introduction

Pour l'évaluation prédictive des risques toxiques dans I'environnement, une panoplie de tests

ont été élaborés concernant des espèces et des stades de développement choisis pour

représenter la diversité des cibles potentielles des xénobiotiques (OCDE, 1997). Divers critères

de toxicité ont été utilisés dont certains peuvent être qualifiés d'universels car ils concernent

des propriétés fondamentales de la vie, communes à toutes les espèces et tous les stades de

développement: létalité, croissance, respiration, etc. D'autres, au contrùe, concernent des

effets particuliers attachés à une seule ou à un nombre limité d'espèces. Par exemple, au

moment de la fecondatiorl le collage des oeufs sur des substrats proches de la surface joue un

rôle important dans la réussite du développement embryonnaire chez diverses espèces de

poissons (Ginsburg, 1968; Loubens, 1989; Robitaille et Vigneault, 1990).

Au laboratoire, lors de la mise en oeuvre de tests toxicologiques sur I'embryon de carpe,

I'inhibition du collage empêche I'adhérence des oeufs au fond des incubateurs, ce qui gène leur

lavage au moment du renouvellement des milieux d'essai. En outre, au laboratoire comme pour

la mise en oeuwe de la fecondation artificielle en aquaculture (Woynarovich, 1962; Billard,

1988), les oeufs tendent à s'agglutiner les uns aux autres en formant des grumeaux dans

lesquels une diffirsion réduite de I'oxygène peut entraîner des mortalités par asphyxie. Cette

cause de mortalité au laboratoire a pu être invoquée pour interpréter les résultats de tests

portant sur divers efiluents industriels (Arehmouch et aL,7994,1995,1996).

Dans ce qui suit, nous mettons en évidence au laboratoire une inhibition du collage des

oeufs de la carpe cofitmune en présence de deux mélanges complexes polluants potentiels du

milieu aquatique et nous proposons le principe d'une méthode d'essai pour quantifier cet effet.

Matériels et méthodes

Les effets sur le collage des oeufs de carpe au moment de la fecondation sont étudiés à
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24"C dans des solutions de deux mélanges complexes:

- solution d'une formulation de Mexel@ 432 adaptée à son utilisation aux basses

températures par adjonction de 20 oÂ d'antigel (Mexel@ 432-antigel),

- lixiviat filtré ou non filtré de cendres de charbon lorrain dans une eau de forage prélevée

sur site industriel.

Les solutions de Mexel@ 432-antigel sont préparées à partir d'une solution mère de 100 mg

de Mexel@ 432 à20 oÂ d'arftigel par litre d'eau synthétique (ISO 734613. 1984).

Le lixiviat non filtré de cendres de charbon est préparé à partir de 100 g de cendres dans

I litre d'une eau de forage prélevée sur site industriel (Arehmouch et aI,1995). La suspension

est vigoureusement agitée à ta mai4 puis laissée t heures à décanter. Le surnageant C est

récupéré et sert à préparer les dilutions C164, Cll6 et C/4 dans I'eau de forage.

Le lixiviat filtré de cendres de charbon est préparé suivant la norme AFNOR ){3l-21011992'.

agitation d'une solution de 100 g/L d'eau de forage en bouteille de 2litres pendant 24 h et

filtration du surnageant sous vide sur papier Wattman de diamètre moyen de pores 0,45 pm

avant dilution.

Les géniteurs sont des carpes (Cyprinus carpio L.) originaires de la pisciculture < Les

Alevins de Sologne > (Vignoux sur Barengeon, 18500, France). La production des gamètes est

réalisée suivant Jaoul et Roubaud (1982): maintien des géniteurs mâles et femelles en eau

froide de I'automne jusqu'au moment du test, puis séjour de 2 semaines à 20oC sous une

photopériode de 13 heures d'éclairement journalier - injection d'extrait hypophysaire de carpe

36 et 12 heures avant le moment choisi pour la ponte.

Les ovocytes et le sperrne sont récoltés hors d'eau par massage abdominal des géniteurs et

conservés à z4"Cjusqu'à utilisation. A l'aide d'une spatule sèche, une cinquantaine d'ovocytes

sont prélevés et aspergés directement par 20 pl de sperme déliwés à I'aide d'une microseringue

à répétition. Le sperme et les ovocytes sont ensuite dispersés au fond des incubateurs dans

20 ml de solution à tester par agitation manuelle, d'abord de la spatule dans la solution puis par

un mouvement circulaire horizontal des incubateurs pendant quelques secondes. Les

incubateurs sont des pots cylindriques en polystyrène cristal de diamètre 6 cm pour I'essai sur

le Mexel@ 43}-antigel ou en polyéthylène de diamètre 7 cm pour I'essai sur les cendres de

charbon. Trois répliques sont préparées pour chaque concentration testée.

Après fecondation, les oeufs sont rincés par la solution d'essai en prenant soin de ne pas

éliminer les oeufs non collés sur le fond des incubateurs (oeufs libres). Puis, les oeufs sont
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incubés dans 60 ml (Mexel@ 43}-antigel) ou 150 ml (lixiviat) de solution d'essai. Après 24h,le

pourcentage des oeufs non collés au fond des incubateurs est déterminé ainsi que le

pourcentage des oeufs agglutinés c'est-à-dire formant des agrégats d'au moins 2 oeufs ainsi que

le nombre d'oeufs dans chacun de ces agrégats. L'exposition est ensuite prolongée pendant

12 jours pour le Mexel@ 43}-antigel et 7 jours pour le lixiviat de cendres avec renouvellement

journalier et mesure des effets létaux (les oeufs morts sont discriminés par I'observation à I'oeil

nu de la coagulation du vitellus ou des protéines du système nerveux central).

Une méthode de quantification de I'effet d'inhibition du collage est testée sur des ovocytes

de carpe non fécondés (Figure 1). On sait en effet que I'insémination ne modifie pas les

processus de I'activation des oeufs de carpe dans I'eau, notamment le collage (Chaillou et

Roubaud, non publié).

Les ovocytes sont récoltés 6 après I'heure attendue pour I'ovulation et conservés ensuite

pendant I heure, à 24'C en récipient ouvert. Ils sont prélevés à I'aide d'une spatule sèche qui

est ensuite plongée verticalement dans un incubateur cylindrique en polyéthylène, ayant un

diamètre de 7 crn, contenant 20 ml de la solution d'essai.

Au cours de cette opération, I'incubateur est agité par le mouvement d'une table à agitation

horizontale (amplitude du mouvement: 0,8 cnq fréquence: 2 cycles par seconde). Les ovocytes

entraînés par le mouvement du liquide se décrochent de la spatule. Ceux dont le pouvoir

collant est maximum se fixent directement sur le fond de I'incubateur (ovocytes collés), tandis

que ceux dont le pouvoir collant est réduit tendent à s'agglutiner les uns aux autres sans

adhérer au fond de I'incubateur (ovocytes agglutinés).

L'inhibition du collage est alors évaluée dans I'heure qui suit suivant les critères définis lors

des essais précédents.

spatule immobile

Figure 1. protocole expérimental du test de collage
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Résaltats

Dans les solutions de Mexel@ 432-antîgeL, une partie des oeufs se collent au fond des

incubateurs. Les autres restent isolés ou s'agglutinent en gloupes plus ou moins nombreux.

L'inhibition du collage des oeufs est d'autant plus importante que la concentration en

Mexel@-antigel est plus élevée. Elle est significative aux concentrations 0,8 et 3,2 mglL

(Tableau l). Au contraire, la formation d'agrégats, avec une moyenne d'environ 4 oeufs par

agrégat,n'apparaît pas avant la concentration3,2 mglL, si ce n'est la formation d'un agtégat de

4 oeufs à la concentration 1,6 mglL.

Aucune inhibition du collage n'est observée dans I'eau synthétique, dans I'eau de forage

utilisée pour la préparation des lixiviats des cendres, ni dans les solutions de lixiviation filtrées

(Tableau 2). Par contre, dans les solutions de lixiviation non filtrées, le collage des oeufs est

significativement inhibé à toutes les dilutions testées. Cet effet augmente, mais de façon non

significative, avec la concentration en lixiviat. De la même manière, il y a formation d'agrégats

à toutes les dilutions du lixiviat, mais sans diftrence significative entre elles.

Aussi bien avec le Mexel@ 432 à20 Yo d'antigel qu'avec le lixiviat de cendres, I'agglutination

des oeufs ne provoque pas de mortalités significatives au cours du développement embryo-

larvaire.

Lors de I'essai de quantification de I'inhibition du collage (Tableau 3), I'agglutination d'un

nombre important d'ovocytes en un seul agrégat est observée dans I'une des répliques

correspondant aux témoins dans I'eau synthétique, alors que dans les deux autres répliques,

tous les ovocytes sont collés séparément. Dans le lixiviat et ses différentes dilutions, le nombre

des ovocytes non collés au fond des incubateurs augmente avec la concentration en lixiviat. Il

devient significatif à partir de la dituti on ll4, mais aucune diftrence significative n'est mise en

évidence entre les différentes dilutions. Tous les oeufs non collés sont intégrés à des agrégats

dont I'effectif moyen ne varie pas significativement avec la dilution.

Discussion

Les essais effectués sur le Mexel@ 43}-antigel et le lixiviat non filtré de cendres de charbon

démontrent I'existence d'un risque d'inhibition du collage des oeufs chez les espèces à oeufs

collants comme la carpe. Dans nos conditions expérimentales d'agitation manuelle, avec les

deux types de solutions testées, seulement 40 % des oeufs se sont collés au fond des
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incubateurs. contre 100 yo dans I'eau de laboratoire. Dans I'essai mettant en oeuwe une

agitation mécanique reproductible, I'inhibition a porté sur près de 100 % des ovocytes.

Dans les conditions naturelles, le collage des oeufs de carpe permet leur accrochage sur des

supports herbus proches de la surface. Une réduction du pouvoir collant des ovocytes pourrait

donc avoir des effets importants en favorisant la chute des oeufs sur des fonds peu oxygénés

ou d'accès facile aux prédateurs, I'agglutination des oeufs pouvant renforcer encore les risques

de mortalité par asphyxie. Cependant, dans nos essais au laboratoire, dans les conditions d'un

test toxicologique assurant une oxygénation importante du milieu, I'agglutination n'a pas

provoqué d'augmentation significative des taux de mortalité.

Avec les solutions de Mexel@ 432-antigel, I'inhibition du collage est peut être due à une

solubilisation des mucopolysaccharides adhésifs de la coque de l'oeuf par I'hexylène glycol

servant d'antigel ou à une précipitation des micelles du Mexel@ 432 en solution à la surface des

oeufs. D'autres essais seront nécessaires pour vérifier ces hypothèses et déterminer si

I'inhibition du collage peut être par I'hexylène glycol seul. Divers composés polaires exercent

un effet anti-collage notamment des ions métalliques (sels de zrnc et mélange zinc-cadmium-

cuiwe: Brungs, 1969, Eaton,1973, d'après McKinr, 1977) ou des ions phosphate (Ghillebaert,

observation non publiée).

Alors que le lixiviat de cendres de charbon est sans effet sur le collage après filtration, il

l'inhibe significativement au moins jusqu'à la dilution l/64 lorsqu'il n'est pas filtré. Cette

diflerence est certainement due à un effet physique, les fines particules de cendres présentes

dans le lixiviat non filtré se déposant au fond des incubateurs ou se fixant à la surface des oeufs

en supprimant leur adhésivité. Une inhibition analogue sous I'influence d'algues unicellulaires a

été invoquée pour expliquer le déclin de I'espèce Osmerus mordæ dans les eaux du St Laurent

au Canada (Robitaille et Vigneault, 1990). Par ailleurs, en aquaculture, le lait est utilisé pour

supprimer le collage des oeufs d'espèces comme la carpe (Billard, 1988).

Ainsi, dans l'évaluation des risques toxicologiques des lixiviats sur les oeufs de poissons, les

méthodes d'essai comme la norme AFNOR X3l-2l}ll992 qui imposent la filtration préalable

des lixiviats paraissent incomplètes.

plus généralement, la mise au point de méthodes spécifiques pour évaluer I'inhibition du

collage des oeufs de poissons est nécessaire. Leur standardisation ne pouvant s'accommoder

d'une réalisation manuelle des fecondations, notre essai démontre au moins la possibilité de

placer tous les ovocytes dans des conditions de dispersion identiques. Cependant, dans I'une
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des 3 répliques relatives à I'eau synthétique dans cet essai, une proportion importante des

ovocytes n'a pas adhéré au fond des incubateurs. Ce manque d'adhésivité pourrait traduire un

début de surmaturation ovocytaire, les oeufs ayant été truté 7 après l'heure attendue pour

I'ovulation. Or, on sait que le vieillissement ovocytaire est rapide chez la carpe (quelques

heures) et qu'il mime les processus d'une activation prématurée des oeufs (Chaillou et aL,

1989), ceux ci perdant alors rapidement leur aptitude au collage. Une méthode de mesure du

collage pourrait donc servir aussi de test de surmaturation ovocytaire.

parmi les deux processus qui nous ont fourni des critères d'évaluation du degré d'inhibition

du collage: fixation au fond des incubateurs et agrégation, aucun n'a permis dans nos essais

d'obtenir une réponse significative graduée en fonction de la concentration du toxique. D'autres

essais seront donc nécessaires, par exemple pour optimiser I'intensité de I'agitation dans le

milieu de fecondation.
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lcl (merl-) N 7o moyen des oeufs
non collés au fond

ï(o)"

7o moyen des oeufs
agglutinés (groupes

de 2 ou plus)

Nombre moyen
des oeufs par

agrégat

0 199 0 (0)" 0'
0.05 t32 0 (0)" 0"
0.1 156 I fl)" 0"
0-2 t26 g (7)"o 0"
0.4 131 3 (2\"' 0"
0.8 r61 22 $lb 0"
1.6 T62 15 (18) - 0.01" 4

) . L r76 57 (18)" 46 (g)b 3-9 (2.3\

collage des oeufs de carPe

[Cf : concentration nominale en Mexel@ 432 à 20 % d'antigel. N: effectif total testé sur les 3

répliques. X: pourcentage moyen des oeufs non collés. o: écart-type arrondi à I'entier voisin.

", i\ u-, ": indicé de comparaison multiple du test de Tuckey: pour chacun des produits testé,

deux valeurs d'une même colonne ne sont pas diftrentes au seuil de 5 Vo si leur exposant

comporte une lettre commune. Caractères gras. effet significatif par rapport aux embryons

incubés dans I'eau synthétique.

lcl (mell-) N 7o moyen des oeufs
agglutinés (groupes

de 2 ou plus)

Nombre moyen
des oeufs par

asrésa.t
ES 310 0 (0)' 0 (0)"

EL r59 0 (0)" 0 (0)"

cl64 264 36 (21)b 93 (3.g)o

cl16 206 47 |66f 7.9 (4,8)b

cl4 284 51 (9)b 5,8 (0.9)b

C 290 58 (16)" g.l (1,6)o

[Cl: milieu d'essai. N: efFectif total. ES: eau synthétique. EL: eau de forage utilisée comme

èuu a. lavage. C, Cl4, Cll6, Cl64'. dilutions du lixiviat de cendres dans I'eau de forage.

",b: indice dé comparaison multiple du test de Tuckey: pour chacun des produits testé, deux

valeurs d'une même colonne ne sont pas diftrentes au seuil de 5 oÂ si leur exposant comporte

une lettre commune. Caractères gras: effet significatif par rapport aux embryons et larves

incubés dans l'eau synthétique.
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Icl (m/t-) N 7o moyen des oeufs
agglutinés (groupes

de 2 ou plus)

Nombre moyen
des oeufs par

asrésat
ES 106 2t G6)" nd

cl64 179 36 (22\^' s.6 0.e)
cl16 r44 50 (3g)"b 7.8 (s.s)
cl4 126 94 Ut' 24.3 (18.0)

C 136 97 (3)b 12.1 (0.3)

ovocvtes de carpe

[Cf : milieu d'essai. N: effectif total. ES: eau synthétique. nd: non déterminé. C, Cl4, Cll6'

Ct64: dilutions du lixiviat de cendres dans I'eau de forage. e' eb' b' indice de comparaison

multiple du test de Tuckey: pour chacun des produits testé, deux valeurs d'une même colonne

ne sônt pas diftrentes au seuil de 5 %o si leur exposant comporte une lettre commune.

Caractères gras: eflet significatif par rapport aux embryons et larves incubés dans I'eau

synthétique.
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2.8. Elfets histopathologiques da Mq.el@ 432 sur quelques organes sensibles de la lame

de carpe (Cyprtnus carpioL.)

LatifaArehmouch*. Pierre Roubaud* et Jean Claude Pihan**

Proja d'une note préliminaire

* GEP, Groupe d'Embryotoxicologie des Poissons, Université Denis Diderot (Paris 7), case

7077,2Place Jussieu, 75251Paris Cedex 05. Tel. 0l4427 8225.Fax.014427 56 53.

** CREUIU, Centre de Recherches Ecologiques, l, rue des Récollets. B.P. 41T6. 5704Q,

Metz Cedex 01. Tel. 03 87 74 54 39. Fax. 03 87 37 04 61.

Introduction

Les agents anti-salissures sont utilisés dans les circuits hydrauliques industriels pour

empêcher le développement excessif de certaines biosalissures, notamment la moule dressène

qui génère des pertes économiques importantes (Khalanski, 1993).

Le choix des traitements anti-salissures est fondé sur la combinaison, difficile à réaliser en

pratique, des critères d'efficacité, coût et faisabilité à l'échelle industrielle, mais aussi

d'innocuité à court et à long terme pour l'écosystème aquatique (Khalanski, 1993).

Chez les poissons, les xénobiotiques peuvent entraîner des perturbations histologiques dans

les organes les plus exposés comme les branchies (Abel, 1974; John et Jayabalan, 1993) ou

dans ceux qui représentent les principales voies d'élimination comme le foie et les reins

(Srebocan et eI, 1992). Aussi, en raison de la grande sensibilité de certains organes et de la

rapidité des effets, de nombreux auteurs préconisent-ils I'intégration systématique de

l'histologie dans la panoplie de méthodes d'essais pour l'évaluation des risques

écotoxicologiques (Bruslé, 1990; Fent et Meier, 1994).

Etant donné ses propriétés anti-salissures et anticorrosion, le Mexel@ 432 peut compléter ou

remplacer des produits traditionnellement utilisés dans ces usages conrme le chlore ou les

dérivés organostaniques (Khalanski, 1993). De part sa composition, ce produit dewait a priori

posséder les propriétés toxicologiques générales des tensioactifs, notamment réagir avec les

membranes biologiques, soit en modifiant leur perméabitité aux concentrations faibles, soit en
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provoquant des lyses cellulaires aux concentrations élevées (Sterzel, L997).

Une étude histopathologique sur la branchie de la moule dressène (Dressena polymorpha

Pallas), une des cibles biologiques du Mexel@ 432 en eau douce, a montré après 24 heures

d'exposition à la plus faible concentration testée (2,5 m/L} une réaction inflammatoire suivie

de I'apparition de lésions de l'épithélium branchial (Gambenrtt a aI,1993).

Chezla palourde (Ruditapes decussatus), un traitement pendant I heure par 7 mglL de

Mexel@ 432 apour effet de dénuder la plupart des filaments branchiaux. Les filaments exposés

à une concentration de 2 àL 7 mglL durant 4 et 6 heures présentent des altérations plus ou

moins poussées de leurs parties apicales et basales: décollement des épithéliums, vacuolisation

cytoplasmique et diminution du nombre des mitochondries (Auzoux-Bordenave, 1995).

Chez des cultures de cellules de coeur d'huître Crassostrea grgas,le Mexel@ 432 attèïe

|'activité des déshydrogénases mitochondriales et, au-delà de 10 mglL, il provoque une lyse

cellulaire généralisée (Coulon, 1993).

Le but de ce travail est de rechercher s'il existe des effets histopathologiques du Mexel@ 432

en concentrations sublétales sur certains organes particulièrement exposés chez les larves de

poissons: la branchie, I'oeil et l'épithélium olfactif.

Matériel et méthodes

Des larves de carpe cofitmune sont exposées à diverses concentrations en Mexel@ 432

pendant des temps d'exposition variés puis préparées pour une observation en microscopie

optique et électronique.

Matériel bioloeique

Les larves de carpe sont produites par des géniteurs de la variété miroir provenant de la

pisciculture < Les Alevins de Sologne > (Vignoux sur Barengeorq 18500, France). La

production des gamètes, la fecondation, I'incubation" la préparation des solutions, I'exposition

des embryons et larves et la mesure des taux de mortalité sont réalisées suivant Jaoul et

Roubaud (1982). Le Mexel@ 432 provient de la société ME)GL (59481 Haubourdirç France;

tot 03/1llg5). L'incubation avant exposition a lieu dans une eau synthétique (ISO 734613,

1984) à une température de24,4 + 0,7"C.

Exposition

Des larves âgées de 6 jours (âge compté à partir de la fecondation) sont prélevées de
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manière aléatoire dans une population stock et exposées à des concentrations en Mexel@ 432

de 2,5 ou 3,5 mgÂ pendant des durées d'exposition respectives de 2, 4, 6 et 10 heures ou 1, 2,

4 et 6 heures. Pour la microscopie optique comme pour la microscopie électronique, un effectif

de 10 larves est prélevé par concentration et par durée d'exposition testées. Au début de

I'exposition, le pourcentage de survie chez les témoins est 72 ! 7 -

L'exposition a lieu dans des incubateurs en polystyrène cristal (OSI-Labo) dans 100 ml de

solution. A [a fin de I'expositiorq les larves vivantes sont fixées pour l'observation

microscopique. Elles sont vivantes après observation à I'oeil nu, suivant le critère de la non

coagulation du vitellus et des protéines du système nerveux central (OCDE, 1997).

Des larves considérées comme vivantes suivant le même critère et provenant drune

population ayant eté exposée à la concentration I milL pendant 6 jours à partir de la

fecondation sont choisies de manière aléatoire et fixées cofiIme précédemment.

Microscopie optique

Pour chaque concentration et durée d'exposition, les larves sont fixées au Bouin-Hollande,

déshydratées par l'éthanol et incluses classiquement à la paraffine (Gabe, 1968). Les

préparations histologiques sont colorées suivant les techniques: hémalun-éosine (coloration

topographique générale), trichrome en un temps de Gabe et Martoja, acide périodique-schiff

(APS) et combinaison bleu alcian - APS (Gabe, 1968). Les coupes réalisées au microtome sont

observées au microscope optique (Leitz DIALLIX 20).

Microscopie électronioue

Les larves sont fixées au glutaraldéhyde puis à I'osmium, déshydratées par l'éthanol, incluses

dans l'épon, coupées à I'ultramicrotome (coupes semi fines) et observées en microscopie

électronique à transmission (microscope JEOL CX 100).

Obseruations microscoPiq ues

Faute de temps, seul un petit nombre de préparations ont été observées et il n'a pas été

procédé à une évaluation quantitative des fréquences d'apparitions des figures considérées

comme pathologiques.

Résultats

Une coupe parasagittale chez les témoins, montre que les organes (arcs branchiaux"

yeux, ...) présentent un aspect normal (Fig. l).

Après 2 heures d'exposition à la concentrati on2,5 mg[L enMexel@ 432,les cellules de I'axe
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du filament branchial (Fig. 2), les chondrocytes (Fig. 3) et les cellules à mucus (Fig. a) ont un

aspect normal. Cependant, des espaces sanguins sont dilatés et certaines hématies présentent

une importante vacuole au voisinage du noyau (Fig. 5). Après 4 heures d'exposition, les

cellules de l'épithélium branchial montrent un début de désorganisation qui conduit à une

nécrose généralisée au bout de 10 heures (Fig. 6).

Après I heure d'exposition à la concentration 3,5 mglL,les branchies et les narines ont un

aspect normal, mais les yeux présentent un oedème et la cornée est altérée (Fig. 7 et 8). Après

Z à 4 heures d'exposition, les arcs branchiaux sont gonflés et des nécroses apparaissent au

niveau des branchies et des narines (Fig. 9, 10, 11 et l2). Après 6 heures, le tissu branchial est

complètement désorganisé, certaines cellules épithéliales montrant des protubérances (Fig. l3)

et des figures de nécrose avec gonflement de I'espace périnucléaire (Fig. 14). Des corps

myéliniques sont observés dans les chondrocytes @ig. 15).

Après 6 jours d'exposition continue à partir de la fécondation à la concentration 1 mg/L, les

larves présentent un aspect normal au microscope optique. Cependant, en microscopie

électronique des protubérances de l'épithélium branchial (Fig. 16) sont observés ainsi que des

cellules à pseudopodes (Fig. 17) ou des cellules arrondies (Fig. l8).

Discussion
Chez les poissons téléostéens comme la carpe, les branchies sont constituées de 4 paires

d'arcs branchiaux portant chacun une série de filaments branchiaux timités par un épithélium

simple formé de cellules très aplaties (Fig. l).

Chez les poissons, les altérations des organes de I'olfaction, de la respiration et de la vision

sont les plus souvent étudiées parmi les effets toxiques (souvent réversibles) des tensioactifs en

concentrations sublétales (Lewis, 1991; Misra et aL,1985, 1987; Fent et Meier, 1994)-

Nos résultats sur les larves de carpe exposées au Mexel@ 432 montrent la sensibilité des

critères histopathologiques portant sur ces organes. Lors de nos essais, toutes les larves

prélevées pour les fixations histo et cytologiques étaient vivantes suivant le critère de la non

observation à I'oeil nu des taches blanchâtres liées à la non coagulation du vitellus et des tissus

nerveux centraux. Cependant, la validité de ce critère peut être discutée en particulier après des

expositions de courtes durées. En effet, chez le tête de boule (Pimephales promelos),

la CLso (96 h) en exposition continue est comprise entre 0,28 et 0,36 mglL, alors que la CLso

(96 h) en exposition journalière de 5 min est de 13 mglL (données communiqués par la société

ME)GL). Chezlacarpe, des CLso (24 h) proches de 1,5 mg/L ont été mesurées et aucun effet
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létal diftré n'a été observé après la fin des traitements (Cf. 2" Partie, $ 2 I ) Le caractère

sublétal des effets histopathologiques observés sur la larve de carpe, devrait être confirmé. Par

ailleurs, les animaux prélevés après exposition de 6 jours depuis la fëcondation à une

concentration en Mexel@ 432 de I mglL appartenaient à une population où le taux de survie

moyen n'était que 7,5 o/o et chutait à 0 o/o après I jour supplémentaire d'exposition. Pour la

population, les effets observés doivent donc être considérés non comme véritablement

sublétaux, mais comme "paralétaux" et probablement "prélétaux". Cependant, les altérations

dues au Mexel@ 432 sont très [mitées et il n'est pas exclu que ces animaux auraient pu surviwe

une fois replacés en eau pure (effets réversibles).

par contre, après 6 heures d'exposition à la concentration 3,5 mglL, la désorganisation

complète du tissu branchial témoigne peut être d'une situation prélétale irréversible.

Faute d'une analyse quantitative, les figures histopathologiques observées notamment aux

doses faibles ne peuvent être considérées définitivement conrme caractéristiques des effets du

Mexel@ 432.

L'observation histologique et cytologique met en évidence le niveau de sensibilité des

branchies, de la narine et de l'oeil des larves de carpe. Une concentration de 2,5 mglL durant

2 heures provoque des altérations visibles de la branchie comme une dilatation des espaces

sanguins et une vacuolisation de certaines hématies. Ceci suggère une perturbation de la

fonction respiratoire alors que les cellules de I'axe du filament branchial et les chondrocytes

conservent un aspect normal (Fig. 5, 2 et 3). Au niveau des filaments branchiaux, des cellules à

mucus onr un aspect normal (Fig. a). Leur présence intacte pourrait expliquer I'absence

d'altérations du tissu branchial et des chondrocytes, le mucus ayant pu protéger la branchie

contre I'action du Mexel@ 432.IJn rôle protecteur de la couche de mucus a été invoqué pour

expliquer l'existence d'effets en tout ou rien lors d'exposition au Mexel@ 432 (Cf.2'Partie, $

Z.l.). Chez les poissons, I'exposition à diftrents xénobiotiques détergents ou métaux lourds

montre une augmentation de I'activité ou du nombre des cellules à mucus (Abel, 1974; Kozaric

et aL, 1992; Stouthart et aL, 1995). Ces observations pourraient conduire à une réponse

adaptative ou à un rôle protecteur par les couches de mucus.

Après traitement au Mexel@ 432, la présence dans l'épithélium branchial de cellules

anondies ou à pseudopodes pourrait être due aux propriétés tensioactives de ce produit. Dans

I'oeuf de carpe en segmentation, le Mexel@ 432 provoque une augmentation apparente de la

vitesse de clivage pouvant être attribuée à un artefact d'observation, le Mexel@ 432 modifiant la
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forme des cellules et permettant ainsi une observation plus précoce des sillons de segmentation

(Ghillebaert,1996). D'autres xénobiotiques provoquent également des réactions inflammatoires

notamment des dilatations des espaces intercellulaires branchiaux (Giambet'rru a aI,1'993).

Dans les conditions d'utilisation, l'évaluation de la toxicité potentielle du Mexel@ 432 pour

I'environnement doit tenir compte du caractère discontinu du traitement, en effet ce produit est

appliqué en traitements journaliers durant 15 à 40 minutes. L'observation d'effets histo et

cytopathologiques après un seul traitement de 2 heures à la concentration 2,5 mglL dewait être

confirmé pour l'évaluation des effets écotoxicologiques du Mexel@ 432.
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le certeau. l',

branchies avec le mucus et le vitellus: mîcrosconie ontique x 160.
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Planche 1. Ultrastructure de la branchie de la larue de carpe exposée au Mexet@4S2

(Figures 2 à 6)

Figure 2. Aspect normal des cellules de I'axe du filament branchial chez des lames
exposées à 2,5 mg/L durant 2 heures; microscopie électronique x 5000.

Figure 3. Chondrocytes présentant un aspec't normal chez des larues æposées à
2,5 mg/L durant 2 heures; microscopie électronique x 4000.

Figure 4. Aspect normal des cellules à mucus sur un filament branchial chez des lames
exposées à 2,5 mg/L durant 2 heures; microscopie électronique x 7500.

Figure 5. Filament branchial présentant des hématies vacuolisées chez des lames
exposées à 2,5 mg/L durant 2 heures; microscopie électronique x 4000.

Figure 6. Cellules de I'épithélium branchial nécrosées chez des lartes exposées ù
2,5 mg/L durant 10 heures; microscopie éleclronique x 5000.
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Figure 8. Oedème ecUlorye e! cornée altérée chez des lan'gs carpe exposées ù 3,5 mg/I-_
en Mexel'*432 t'trant I heure; microscttpie olttittue x 250-
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---

Fisure 9. Aspect normal de la branchie rle Ia lane de carne non exposée au Mexel@432:
microscopie optiaue x 160.

Fieulg 10. Arcs brunchiauxgonflés_chez des lgry,es carDe uoosées q 3,!mg/L en

Mexel@432 durant 2 heures: microscopie optique x 160.
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Fisure 11. IJranchies nécrosées chez des lan'es de ca ées à 3.5 m

Figure 12. Narine nécrosée chez des lanes carpe ex osées à 3,5 mg/L en Mexel@432
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Mexel@432 durant 4 i:eures; microscopie optique x 160.
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Planche 2. Ultrastructure de la branchie de la larve de carpe exposée au Mexel@432

(Figures 13, 14 et 15)

Figure 13. Cellules épithéliales branchiales présentant des protuhérances chez des larues
æposées ù 3,5 mg/L durant 6 heures; microscopie électronique x 10000.

Figure 14. Cellules epithéliales branchiales présentant un gonflement de l'espace
pértnucléaire chez dcs larves exposées à 3,5 mg/L durant 6 heureq microscopie
élec'lronique x 20000.

Figure 15. Chondrocytes présentant des corps myéliniques chez des lanes æposées ù
3,5 mg/L durant 6 heures; miuoscopie électronique x 20000.
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Planche 3. Ultrastructure de la branchie de la larve de cnrpe exposée au Mexel@132

(Figures 16,, 17 et 18)

Figure 16. Cellules épithéliales branchiales présentant des protubërances chez dcs lan es
exposées à I mg/L durant 6 jours; microscopie électronique x 10000.

Figure 17. Cellules qithéliales branchiales présentant des pseudopodes chez des lan es
exposées à 1 mg/L ùtrant 6 jourc; microscopie électronique x 7500.

Figure 18. Epithélium branchial présentant des cehubs arrondies chez des lanes
eryosées à I mg/L darant 6 jourc; microscopic électronique x 5000.
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Lethal effects of Mexel@, âD antifouling agent, on common carp

embryolarval stages, in river \ilaters and under various physico-chemical

conditions in laboratory \ryater

Latifa AREHMOUCH, Valérie TFIBEL, Catherine CHAILLOU

François GHILLEBAERT and Pierre ROUBAUD

Groupe d'Embryotoxicologie des Poissons du Laboratoire de Cytophysiologie et

Toxicologie Cellulaire; Université Denis Diderot (Paris 7); case 7077;2,Place Jussieu; 75251

Paris Cedex 05.

ABSTRACT

Lethal effects of Mexel@, an antifouling agent for industrial water, were tested in the

laboratory on common carp embryolarval stages in waters from the Moselle and Seine rivers.

Diluting Mexel@ in river water resulted in the disappearance of its lethal effects within a few

days. In freshly prepared 10 mg/L solutions, 100 oÂ mortality were attained after a few hours in

laboratory water, compared to 96 hours in Seine river water. No lethal effect was observed

after exposure during seven days in a freshly prepared 50 mgtL solution in Moselle river water

or in a two-day-old 10 mg/L solution in Seine river water.

Mexel@ toxicity inhibition by river waters was not due to calcium concentration,

temperature or pF! since these factors had negligible influence on Mexel@ lethality in

laboratory water in the respective ranges of 0.8 to 800 mgL, 15 to 24oC and 6.9 to 9.0.

Aldrich humic acids immediately suppressed Mexel@ lethality with an apparent ratio of l-2 mg

of Mexel@ per mg of Aldrich humic acids. Clays and Aldrich humic acids immediately reduced

Mexel@ concentration in semiquantitative dosage after complexation by methyl-orange in an

acidic medium and extraction in dichloroethane.

Key words: antifouling, embryolarval toxicity test, fish, Mexel@, humic acids.
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INTRODUCTION

Various types of fouling agents have been quantitatively and qualitatively listed. systematic

groups (algae, annelids, bacteria, bryozoans, mollusks, ...), communities structures, attachment

and reproductive processes, intra and interspecific interactions, etc. Various sites were

inspected: cooling circuit of power stations Î1,21, oil platforms [3], harbors or estuarine areas

14, 5f, ships [6], oyster culture installations where fouling induces significant mortalities [7],

etc.

The settlement, distribution, and succession of fouling communities are influenced by

various physico-chemical parameters, including temperature, salinity, turbulence, light, ambient

nutrient levels and resultant predator characteristics, nature of substratum [8-12], etc.

In consequence, control of biofouling requires the definition of methods adapted to the

diversity of the environmental situations where the fouling is likely to be found. Besides

mechanical cleaning, the principal methods to control fouling are chemical treatments, typically

by chlorine or tin and copper compounds. These treatments have the disadvantage of

disturbing or impairing the normal development of non-target organisms [13, 14]'

Recently, Mexel@ has been developed and increasingly commercialized as an alternative or

complementary antifouling agent. It is based on fatty-amines, but its exact chemical

composition is not published. Fatty-amines have been used in a large variety of applications,

including film-forming corrosion inhibitors [15], antirust and antimicrobial additives in water

treatment [6], or pesticide adjuvants [17]. Particular fatty-amines have been directly tested

against nematodes or trematodes [8]. In mammalian cells, xenobiotic or endogenous aliphatic

amines may degrade into toxic metabolites [9]. Degradation in water may be complete in the

presence of composite bacterial communities, but incomplete degradation may result in the

formation of toxic products [20].

Some data on Mexel@ toxicity on the major macrofouler in freshwaters i.e., the mussel

Dreissena polymorpha Pallas are available in literature 121,22]. However, no information is

available on the toxic effects of Mexel@ on non-target organisms like fish. The common carp is

one of the species recommended for early life standardized toxicity tests in freshwater

fish 123t. It has been chosen for its practical advantages and its environmental

representativeness [24].
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In previous work (unpublished data), we showed that the toxicity of the Mexel@ solutions

on embryolarval development of common carp is significant in laboratory freshwater,

particularly after prolonged continuous exposure. For example, after exposure during 11 days

beginning at fertilization, the no-observed-effect-concentration (NOEC ndals), was less than

0.25 mglL.

In this study, we tested in the laboratory the lethal effects of the Mexel@ on common carp

eggs and larvae. Seven biological tests were executed during tïvo years, using six different

spawns.

1) In the first tests, compared to laboratoywater, we studied the lethal effects of the

Mexel@in river water.

2) In order to interpret the results of these tests, we observed :

- the influence of calcium concentration, temperature, pH, and Aldrich humic acids on

the Mexel@ toxicity in laboratory water.

- the effects of clavs and Aldrich humic acids on Mexel@ solutions.

MATERIALS AND METHODS

Biological reagent

Common carp (Cyprinus carpio L ) breeders were obtained from the fish farm < Les

Alevins de Sologne > (Vignoux sur Barengeorq 18500 FRANCE).

Production of gametes by thermal and hormonal treatment of the parents (males and

females) was carried out according to Jaoul and Roubaud [25] . maintenance of the breeders in

cold water (less than 10"C) from autumn to the period of the test, followed by one or two

weeks at 20"C with trvo injections of carp hypophysis extracts under a 13 hr light I 11 hr dark

photoperiod.

Artificial fertilization and incubation were performed according to Ghillebaert et al. 126]

approximately 50 oocytes were dispersed with l0 pl of spenn in 20 ml of the test solution on

the bottom of the incubator. About 20 min after fertilization, the excess sperrn was washed out

with the test solutiorL and the fertilized oocytes which had stuck to the bottom of the

incubators were covered with the same solution. Incubators were placed on an oscillating table

(10 oscillations / min). After hatching, the incubators were rinsed with the test solution to

135



Arehmouch et aL, sous presse

eliminate chorion fragments and dead eggs and larvae. The larval incubation was performed

without feeding.

In controls, at 24"C in our experimental conditions, egg cleavage and epiboly occurred

during the first day of incubation and hatching occulred during the third day. The larval

survival rates remained stable at least during seven days. At 15oC, hatching occurred after

eleven days and the physiological development rate was approximately reduced by a factor of

three (unpublished data).

Metæl@ solutions (Tables I, 2 and 4)

Mexel@ was provided by the MEXEL company, (59481 Haubourdin, France; batches

n" 0llT0l92 in test 2 and O3llll95 in the other biological tests and the dosages). It was kept in

darkness and in room temperature until use. The dilution waters were river waters and

standard or modified ISO waters [271. The calcium concentration in the laboratory ISO water

was 80 mglL. The test solutions were renewed daily after measurement of the temperature, pH

and oxygen concentration in each incubator.

Conditions of the tests in rtver waters (Tables I and 2, Fig. I)

Seine and Moselle river waters were sampled into 20 liter polyethylene cans, just upstream

of the electric power stations of EDF (électricité de France), in Cattenom (57570, France) and

Nogent (10400, France) respectively. Water was carried to the laboratory and was kept in

darkness at 15oC during eight days before the beginning of the tests.

In the test 1, two liters of a 10 mg/L nominal concentration Mexel@ solution in the Seine

river water were prepared in advance successively each day so as to insure aging durations of

one hour and one, two and four days at the moment of use i.e., the daily renewal of the

exposure media. Controls in a Seine river water and laboratory water were also prepared.

In the test 2 Ao solutions of various Mexel@ initial concentrations in a Moselle river water

were aged during eight days before starting of the experiment, i. e. they continued to age until

the end of the test. In the test 28, a l0 mglL Mexel@ stock solution in laboratory water was

aged eight to fifteen days and was diluted to I mg/L in Moselle river water at the time of use,

i.e., just before the daily renewal of the solutions.
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In the test 2 C, the Mexel concentrations were in a geometric progression ratio of ll2.

Conditions of the tests in laboratory ISO water (Tables I and 3 to 5)

Calcium concentrations in standard or modified ISO waters (tests 3 and 4) were realized

with CaClz, 2 HzO (Prolabo).

In the test 4, solutions buffered at pH 6.9,7 .8 and 9.0 were prepared by adding l0 mM of a

pH buffer (SIGMA), respectively MOPSO (3-[N-morpholino]-2-hydrory-propanesulfonic

acid), POPSO (piperazine-N,N'-bis-[2-hydrory-propanesulfonic acid]) and AMPSO (3-[(l,l-

dimethyl-2-hydroxymethyl)aminol-2-hydroxy-propane-sulfonic acid). The pH levels of the

dilution solutions were adjusted by NaOH.

In the tests 5 A and 5 B, the physiological ages of the larvae at the beginning of exposure

were almost identical. In the test 5 Ab the incubators containing the larvae were transfened

eight hours before exposure to a thermo-controlled room at 15oC.

In the test 6, the physiological age of the larvae at the beginning of exposure was

approximately the age of 5-day-old larvae incubated at24oC.

In the test 7 , the Aldrich humic acids were technical Aldrich humic acids, batch no 0201 8 16.

In the test 7{ the Aldrich humic acids were introduced at the concentration 50 mg/L just

before exposure into a l0 mglL Mexel@ solution which was previously aged during one hour

or one, three, five or seven days. In the test 7 B, the same concentration of Aldrich humic acids

was introduced before exposure into freshly prepared solutions of Mexel@. The physiological

age of the larvae at the beginning of exposure was approximately the age of six or seven-day-

old larvae incubated at24"C.

In the tests 7 (8, C, D), incubation before exposure was performed at 24.4"C t 1.4 from

fertilization to hatching and then l5oC t I until exposure.

Except in the tests 7 A and 7 C, the Mexel concentrations were in a geometric progression

ratio of ll2.

Lethal elfeas measurements

The toxicity of the Mexel@ was measured by its lethal effects. Dead embryos and larvae

were characterized by yolk coagulation and an opaque blank color of the central nervous
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system 123, 251.In the tests I to 4, the total number of eggs (N) was determined in each

incubator at the end of the first day of incubation. In the tests 5, 6 and 7, a known number of

larvae (N) was introduced into each incubator one or two hours before the beginning of the

experiment (N:45 in tests 5 and 6; N:60 in test 7). The number (L) of the surviving embryos

and larvae was counted before the daily renewal of the test solutions. The survival rates were

then calculated by the ratio (L / N) x 100. Every test was realized in triplicate.

S emiqu antitaliv e estimation of MueP con centralion

The method for Mexel@ semiquantitative estimation was adapted from Wang and Langley

[28] and Allonier (personal communication): in an acidic medium, the basic fatty-amines of the

Mexel@ are ionized and form with the acidic dye methyl-orange, hydrophobic colored

complexes which are extracted by dichloroethane and quantified by colorimetry

(Fig.2 and 3).

Forty milliliters of the test solution were taken into a polypropylene graduated syringe

(Polylabo) with successively:

- 4 ml of pH 3.75 acetic acid - acetate bufFer, in presence of a high concentration of

KCl to enhance hydrophiticity (acetic acid: 300 ml, sodium acetate: 70 g,KCl. 125 g, brought

to I liter with deionized water),

- 4 rnl of a 0.4 g/L methyl-orange commercial aqueous solution (Prolabo),

- S ml of dichloro l, 2 -ethane (99 % H P.), noted DCE @rolabo),

- 4 ntl of air, which favors mixing by I minute vigorous manual shaking.

After decantation in the syringe, the organic phase was transferred to a 25 ml volumetric

flask, avoiding transfer of the interface zone between aqueous medium and DCE. These

operations of extraction were repeated three times with 8 ml of DCE, each time in the same

syringe containing the aqueous medium. The extracted volume, collected in the volumetric

flask, was adjusted to 25 ml with DCE. The solution volume necessary for spectrophotometric

measurement (1 cm optic travel-spectrophotometer Shimadzu lJ/Z40 ) was then centrifuged

for five minutes at 12,000 g (EPENDORF Centrife 5414). In the absence of a calibration

curve, this method was only used as a semiquantitative method.
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Elfects of Attlich humic acids or various clays on Mexel@ solutions in laboralory waler

The tests were realized with Aldrich humic acids, kaolinite (Prolabo, reference 24926,

lgg5), green clay (ARGILETZ S.A., 77290 Mitry Mory, France) and bentonite (Prolabo,

reference 21794, I 995).

Tested solutions contained 50 mg/L of Mexel@ and 35 g/L of KCI in deionized water, either

alone Mx50), or in the presence of various concentrations of Aldrich humic acids (HA)

(Fig. 2 and 3), or 50 mglL of kaolinite (K), bentonite (B), green clay (Gc) (Fig. 3). The

solutions were noted Mx-HA (50-3.12), ..., Mx-HA (50-50), lvlx-K (50-50), Mx-B (50-50)

and Mx-Gc (50-50). The first value in brackets refers to the concentration of Mexel@ (mg/L)

and the second value refers to the concentration of Atdrich humic acids or suspended mineral

matter. For example, Mx-HA (50-6.25) refers to a test solution containing 50 mgtL of Mexel@

and 6.25 mg/L of Aldrich humic acids. The tests with mineral matters in suspension were

performed without replicate and those with Aldrich humic acids in triplicate.

Statisticol analysis

Biological data were treated at 5 Yo risk by analysis of variance l29l after transformation of

the survival rates by the arcsinus function. Then, NOECs were calculated with the TUKEY

multiple comparisons test. Statistical analysis were performed with SYSTAT 5-0 software

[30]. Median lethal concentration (LCso) were calculated with the Trimmed Spearman-Karber

(TSK) Program Version 1.5. (U S. Environmental Protection Agency, Cincinnati, OHIO

4s268).

RESULTS

Sumival rates in controls

During continuous exposure experiments from fertilization (Table 3), the survival rates in

controls remained greater than or equal to 85 % after seven days, except in test 2 (Table 2 C)

where they fell to 55 yo after hatching (third day). However, even in this test, they remained

relatively stable from hatching to the end of the test (seventh day). In every experiment on
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larvae (Tables 4 and 5), the control mortality rates during the tests were less than 5 oÂ.

Control survival rates in Seine river water (95 oÂ,94 Yo and 89 % respectively at day l, day

3 and day 7) were not significantly diff[erent from rates in laboratory water (Fig. 1). However,

the Moselle river water appeared toxic to conrmon carp early life stages (Table 2). The survival

rates in Moselle river water sample after one, three and seven days of exposure were

respectively 90,52 and 36 Yo,ttnth a variability between replicates and a significant difference

compared to laboratory water at day 7.

Lethal effec'ts of Mexel@ in rtverv,oler. Effecl of solution aging

Test in Seine river water (test 1, Fig. 1)

During an exposure to a one-hour or a one-day-old 10 mg/L Mexel@ solution, no lethal

efflect was observed until hatching (day 3), and 100 % mortality was reached at the end of the

fourth day of exposure. On the contrary, no lethal effect was observed during a seven day

exposure to a two-day-old or a four-day-old solution.

Tests in Moselle river water (test 2, Table 2)

The tethal effects of Mexel@ in solutions aged eight to fifteen days in Moselle river water

sample was low (test 2 A): the LCso was 67 .8 mglL after seven days of exposure. In the eight

to fifteen days aged l0 mg/L solution in ISO water which was diluted to I mg[L in a Moselle

river water at the time of use (test 2 B), significant mortalities were observed after exposure

during seven days.

Lethat effects of freshly prepared solutions of Mexel@ in laboratory ISO water

In continuous exposure beginning at fertilization (Tables 2 C and 3), the LCso was superior

to 2 m{L after one day of exposure and decreased to l. I or 0.6 mglL after three or five days

of exposure. Then it remained stable for at least four days.

This stability of the LCso wôs also observed at a similar level (0.6 or 0.7 mgL) during direct
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exposure of developed larvae independently of the preexposure or exposure temperatures

(tests 5 d B and 6, Table 4: calcium concentration 80 mglL).

Influence of calcium and temperature on Mqclt lahal effec'ts in laboratory water

In continuous exposure from fertilization (test 3, Table 3), no significant effect of a low

calcium concentration (20 mglL) was observed in laboratory ISO water, but the LCso of

Mexel@ was slightly increased (0.8 vs. 0.6 mgll-).

During direct exposure of larvae (tests 5 and 6, Table 4), independently of the preexposure

or exposure temperature, little or no variations of the lethal effects of Mexel@ were observed in

the ranges of nominal calcium concentrations 0 to 800 mg/L and temperatures of l5 to 24oC.

Influence of pH on Mæel@ ldhat effects in laboralory ISO water

In continuous exposure beginning at fertiltzation, control survival rates in ISO water

without buffers were 97 oÂ,96 oÂ,94 Yo and 77 oÂ after respectively one, three, seven and ten

days of incubation. Compared to these controls, no lethal effect was observed in the buffered

waters at pH 6.9, 7.8 and 9.0 (test 4, Table 3). Mexel@ appeared slightly more toxic with

increasing pH: for example, the LCso (10 days) were 0.6, 0.5 and 0.4 mglL respectively at pH

6.9-7.8 and 9.0.

Influence of Æilrtch humic acids on MqclP tahal elfec'ts in laboratory ISO water

During direct exposure of larvae, Aldrich humic acids had no proper lethal effect up to the

conoentration 64 mglL.In their presence, the toxicity of Mexel@ was drastically reduced (test

T,Table 5): 50 m/Lwere enough to suppress the lethal effects of a l0 mglL solution of

Mexel@ regardless of the age of the solution (test 7 A, Tables I and 5), and in freshly prepared

solutions, the LCso (2 days) of the Mexel@ was I 13 mglL (test 7 B). Similarly, in the presence

of 2 mgtLof Aldrich humic acids, the toxicity of 1 mg/L of Mexel@ was suppressed (test 7 C)

and the LCso (3 days) was 2.8 mglL while 100 % mortality was observed with I mgil of

Mexel@ in pure ISO water (test 7 D).
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Influence of suspended matlers and Aldrich humic acids on Mexel@ solutions

After dichloroethane extraction in acidic medium (Fig 2 and 3), the absorbency spectrum of

Mexel@ fatty-amines - methyl-orange complexes in the organic phase showed two peaks (at

wavelengths l, = 354 and 414 nm).

With the deionized water (control solutions), a very weak coloration of the dichloroethane

extract was observed. In the presence of Aldrich humic acids, this coloration was not changed.

Without Mexel@, during dichloroethane extraction, the Aldrich humic acids were concentrated

on droplet surfaces at the interface between the aqueous solution and dichloroethane. In

presence of Mexel@, the color intensity of Aldrich humic acids at this interface was increased,

the droplets diameter being strongly reduced as well as the aqueous supernatant coloration.

Symmetrically, the dichloroethane phase coloration was reduced with increasing Aldrich humic

acids concentration mixed to Mexel@. The absorbencies attributed to the Mexel@ solutions

decreased sharply with increasing concentrations of humic acids, especially at 354 nm (Fig. 2).

Suspended mineral matters reduced the quantity of extractable Mexel@ fatty-amines-methyl-

orange complexes (Fig. 3). The least important effect was observed with kaolinite and the most

important with bentonite. The absorbency reduction was more important at 354 nm

than at 414 nm.

DISCUSSION

Bîological tests validity

In every biological test, pFI, oxygen concentration and temperature, measured before the

daily renewal of the incubation mediunr, remained compatible with a normal embryolarval

development [26,31].

Except in test 2, the control survival rates were better than required in standardized carp

early life toxicity tests: 80 Yo athatctttrng and 75 Yobefore yolk resorption [23].

In the test 2 C (Table 2), control survival rates in laboratory water declined before hatching

but later remained relatively stable, which represents a reliable criterion of the quality of the

spawns and incubation conditions 1261. Simultaneous tests on reference molecules

(unpublished data) have confirmed the quality of the spa\iln tested in this test.
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Previous experiments (unpublished data) have shown that in our experimental conditions,

the incubator type (polyethylene or polystyrene) and volume medium (150, 100 or 60 rnl) had

no significant influence on Mexel@ lethality on common carp early life stages.

Mexel@ toxicity in natural waterc, influence of solution aging

In laboratory ISO water, Mexel@ is a relatively toxic product for carp early life stages,

parricularly in subchronic tests: the NOEC (l I days) may fall under 0.25 mglL (unpublished

data). In these conditions, the toxicity remained almost unchanged during at least two weeks of

conservation of the tested solutions.

In river waters such as Seine or Moselle river water, Mexel@ toxicity was considerably

lower, particularly after solution aging (Fig. I, Table 2).

In the tested Seine river water (test l), the reduction of toxicity was first due to a rapid or

immediate inhibition, since in a 10 mglL solution, the lethal effect appeared after three days

exposure compared to only few hours in laboratory water (unpublished data). Further aglng

was then likely to suppress completely the lethal activity of Mexel@ in solution within two

days. A similar reduction of the Mexel@ solution activity in time occurred in the tested Moselle

river water, since after eight to fifteen days of agrng of the solution, the LCso (7 days) was as

high as 67.8 mglL. However, no important immediate inhibition was then observed, since in

the test 2 B and C, the lethal activity of freshly prepared I mg/L solutions was not very

different in the ISO water (Table 2 C) or in a 90 % - l0 % Moselle river water - laboratory

ISO water v/v (Table 2 B). Other experiments will be neeessary to veri$ if this difFerence

between Seine and Moselle river waters in the time required to suppress Mexel toxicity could

be explained by differences in their suspended or dissolved organic contents.

Our observations are consistent with the data (Allonier and Khalanski, unpublished data)

which distinguished, after microtox tests, a variable < immediate demand > followed by a

progressive inhibition which was considered as resulting, at least for a part, from bacterial

degradation. In parallel, for a given nominal Mexel@ concentration, the disappearing

percentage of Mexel@ in solution in the Seine river water was strongly dependent of the season

of water sampling (A.S. Allonier, personal communication).
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Mexel@ toxicity in laboratory u,aters, influence of physicuchemical parameters

Our tests confirm the wide survival tolerance domain of carp embryo and larva to variations

of calcium concentratiorL temperature, pH and Aldrich humic acids concentration l3l, 321

Indeed, no survival rate difference was observed on larvae during two or three days in the

ranges of 0 to 800 mgll. for calcium concentration, 15 to 24oC for temperature, 6.9 to 9.0 for

pH and 0 to 64 mg[L for Aldrich humic acids. Related to this wide tolerance domain, most fish

embryos and larvae encounter and tolerate a great diversity of environmental situations in

natural waters. For this reason, multifactorial evaluation of the toxic risk linked to a xenobiotic

could a priori appear as indispensable [33]. Moreover, fouling is likely to develop in a wide

diversity of environmental situations (Cf. Introduction), consequently inducing the use of

antifouling agents in the same situations. However, within the limits of our tests, none of the

calcium, temperature and pH physico-chemical parameters exerted an important influence on

Mexel@ toxicity on carp early life stages (Tables 3 to 5). The only observed effect was a slight

increase of the toxicity at basic pH which could be due to an ionization rate change of its fatty-

amines content. On the contrary, Mexel@ toxicity was strongly inhibited by Aldrich humic acids

(Table 5) at an apparent ratio l-2 mg of Mexel@ per mg of humic acids, at concentrations of

humic acids widely observed in natural water [34]. For example, in Moselle river water, the

suspended matters content varied between l0 to 80 mg/L during the spring and summer 1992

[8]. The existence of an immediate demand of Mexel@ in natural waters was in agreement with

the immediate detoxicant effect observed with Aldrich humic acids. Among fishes, a similar

protective effect of humic acids was observed on carp larva [33] and, with other toxicants, on

diverse development stages of diflerent fish species [35, 36, 37]. However, Aldrich humic

acids are not representative of most of the humic acids present in an aquatic medium since their

binding affinities and capacities are quite different from those in many natural waters [38].

Mexcl@ solution analvsis

Mexel@ solution analysis in the presence of Aldrich humic acids and suspended matters

(Fig. 2 and 3) showed that these materials are likely to link strongly enough with the Mexel@

fatty-amines in acidic medium to render non-extractable their complexes with methyl-orange in

dichloroethane. Thus, the inhibitory effect of Aldrich humic acids could be attributed to a
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reduction of its bioavailability by complexation. The absorbency peaks in the visible spectrum

of these complexes suggests that among Mexel@ components, the complex related to the

toxicity absorbs light at 354 nm. The confirmation of this hypothesis could lead to the

definition of a more specific dosage method of the toxic fraction in the Mexel@ complex

mixture than the present method.

In colorimetric analysis conditions, the adsorption of Mexel@ fatty-amines by Atdrich humic

acids was associated with a concentration of the complexes Aldrich humic acids - Mexel@

fatty-amines - methyl-orange at the interface between the aqueous medium and dichloroethane.

However, the physico-chemical conditions for this observation or for the dosages (acidic

medium, presence of KCI and methyl-orange) were very far from the conditions of an eventual

complexation of Mexel@ in natural waters.

In pure deionized water (at neutral or weakly basic pH and without the presence of methyl-

orange or KCI), humic acids also form complexes with Mexel@. This is shown by the

preliminary observation that the absorbency of centrifuged Aldrich humic acids solutions

directly measured in water was progressively reduced by addition of increasing concentrations

of Mexel@. Measurement of Mexel@ n-octanol / river waters partition coefficients (Kow) and

eventual concentration at the water surface could provide better data about the relations

between suspended or dissolved organic matters and the true immediate bioavailability of

Mexel@ in the medium. The existence of an apparent ratio of complexation (l mg of Aldrich

humic acids per I or 2 mg of Mexel@) will have to be confirmed especially in the case of low

Mexel@ concentrations with various types of humic acids, which are generally weak adsorbants

compared to Aldrich humic acids [38]. In each case, it would also be necessary to verify

whether the humic acids - Mexel@ complexes are likely to dissociate, as observed with

hexachlorobiphenyl [39], which could make the toxicant bioavailable again. The humic acids

could also protect the toxicant against bacterial degradation, which would enhance its

persistence and accumulation in the environment.

CONCLUSION

From a methodological point of view, the demonstration of an inhibitory power of

suspended mineral waters or organic matters on Mexel@ toxicity points out one of the major

limitations of laboratory aquatic toxicity tests when they are performed in semi-static exposure

t45



Arehmouch et aL, sous presse

condition or with exogenous feeding. This limitation is especially obvious in the case of

hydrophobic and amphiphilic molecules which are likely to adsorb strongly on a wide diversity

of substratums. For example, in semi-static tests, the presence of carp larvae strongly increased

the percentage of disappearance of the insecticide deltamethrin, a very hydrophobic molecule,

in the medium [33]. Therefore, laboratory flow-through tests or rapid renewal semi-static tests

will be therefore necessary to confirm the actual level of Mexel@ toxicity in pure waters.

The complexation of Mexel@ with suspended mineral or dissolved organic matters could

offer an explanation for the observed variations in the time of its toxic effect and the rapidity of

its disappearance in river waters at different periods of the year. Indeed, suspended or

dissolved matter concentrations are widely changing parameters, especially in the rivers where

the problem of biofouling proliferation exists. In practice, Mexel@ utilization could find a

limitation in the case of highly charged waters. A precise adjustment of Mexel@ treatments to

the water quality and to the treated hydraulic circuit characteristics will be necessary to

optimize the anticorrosion and antifouling treatments themselves and to simultaneously

minimize the toxicity of Mexel@ on non-target organisms in the environment. For this purpose,

a method for rapid field determination of the immediate demand is under study.
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Table 1. Experimental conditions of the tests.

Test, Spmon references of the test and spawn. dx-dy. exposure period from the end of day

x to the end of day y (age 0 : fertilization). PE, PS: polyethylene, polystyrene incubator.

Incubation temp. (oC): incubation temperature before exposure. 1**: a 10 mg/L solution of

Mexel@ in ISO water aged 8 to 15 days was diluted to the concentration I mg/L by Moselle

river water at the time of use (daily renewal of the solutions). 0.18-*-6.25, 0.25-*-2, etc.:

Mexel@ concentrations are in a geometric progression ratio of Tl2 in the range 0.18 - 6.25

mglL,0.25-2 mglL, etc.

Table 2. Toxicity of Mexel@ in Moselle river water. Effect of solution aging.

90/10**: see l** (Table l). ISO: standard laboratory water. (Sd) " 
b: standard deviation

with statistical index according to Tukey multiple comparisons test (o:0.05). When referred to

at least one identical superscript letter, daily values do not significantly differ. LCso: median

lethal concentration. Bold-faced values: no-observed-effect-concentrations (NOECs). Italic

LCso. 95 % confidence limits are not reliable. nd. not determined. For other legends,

see Table l.

Table 3. Influence of calcium and pH on Mexel@ embryolarval lethal effects in ISO

water.

XSuld. survival percentage with standard deviation (Sd) at day (d). For other legends, see

Tables I and2.

Table 4. Effect of calcium and temperature on Mexel@ larval lethal effects in ISO

water.

For legends, see Tables I and 2.

Table 5. Effect of Aldrich humic acids Mexel@ embraolawal lethal effects in ISO

water.

NOEC: no-observed-effect-concentration. LOCrm: I00 % lethal-observed-concentration.

For other legends, see Tables I and2.
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Figure 1. Lethal effects of Mexel@ in a Seine river water. Effect of solution aging.

Sw: a sample of Seine river water. ISO: laboratory water. lh, ld, 2d, 4d- 10 mg/L

solutions of Mexel@ in a Seine river water were prepared in advance successively each day so

as to insure aging durations of t hour or 1,2 and 4 days at the moment of use (daily renewal of

the exposure medium).

Figure 2. Mexel@ semiquantitative estimation in presence of clays and Aldrich humic

acids: absorbance spectra.

Solutions containing 50 mglL of Mexel@ in deionized water (Mx 50) in the presence of

50 mglL of kaolinite (Mx-K) or green clay (Mx-Gc) or bentonite (Mx-B) or Aldrich humic

acids (Mx-HA).

Figure 3. Mexel@ semiquantitative estimation in presence of humic acids: absorbance

spectra.

Mx-HA: concentration (mg/L) of Mexel@ and humic acids.
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Test

Spmtn

lifestage

(dx-dy)

vessel type

volume (ml)

incubation

temp. ('C)

exposure

temp. ("C)

solution

aging

IMexel]

(ne/L)

I

Sp,

from fertilization

d0-d7

PE-100 24.4 ! 0.3 th,

l ,  Z ,4d

t0

2

spt

A

from fertilization

dO-d7

PE-150 22.8 ! |

8- l5d 0,  l ,  10 ,50 ,

100

B <2h I ' f  *

C <2h 0.18-*-6.25

J

Sp,

from fertilization

d0-d9

PS.60 24 ! l <2h 0.25-*-2

4

spo

from fertilization

do-d10

PS-60 24 t1 <2h 0.05-*-1.6

5

spt

A larvae

d7-d9

PS-60 24 ! l 15r l <2h 0.25-*-2

B 24t l

6

spo

larvae

dt4-dr7

PS-60 15 t l 15J1 <2h 0.25-*- t

7

Sp,

A larvae

d7-d9

PE-100 24.4!1.4 24 ! l th

1,3,7d

l0

B larvae

drz-dr4 PS-60

24.4 !1 .4

prehatching

15tl after

hatching

24 ! l <2h

l0-*-320

c t

D larvae

dr4-dr7

1-*-8
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Test Dilution

water

[Mexell

(men)

Toxicity Exposure duration (days)

I J 7

,

A Moselle

river

water

0

Survival % (Sd)qb

eo (5r 52 (16)' 36 (9)"

I 86 (rr 54 (4)^ 29 (4)^

10 8e (3r 48 (l)" 34 (4)^

50 eo (4r 54 (8)" s7 (4)'

100 s4 (r7)' lo (7)" 0 (0)'

LCso (mB[) nd nd 67.8

B g0ll0** l * * Survival % (Sd)q" 8r (11)" 44 (10)" 20 (6)'

c ISO

0

Survival % (Sd)nb

83 (6)" 55 (6)" 50 (7)"

0.2 82 (lo)" 49 (3)" 40 (2)^

0.4 86 (8f s3 (14)" 40 (er

0.8 82 (7)^ 59 (5)' sl (8)'

1.0 82 (4)" 4 (3)" 2 (2)"

3 .1 0 (0)"

6.2 0 (0)"

LCso (mB/L) ') 't <) 1<) ') l . l <  1 .  t< \ .2 1 .0<  1 .0<  l . l
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Test

Spmtn

Controls

xsv!d

IHAI

(mg/L)

Toxicity

(me/L)

Exposure duration (day)

I 2 J

7

Sp,

A 1oo3 50 NOEC 10 l0

B rooS 50 LCso IT3 I I3

c 1oo3 2-64 NOEC I I

D es3 0 LOCroo I I I

2 LCso 2.8 2.8 2.8
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Sw
rso
2d
4d

Ë50

P

o
25

345

Exposure duration (days)
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f$ Partie. Dosage du MexeP 432, un agent anti-salissures et anticorrosion

industrielles: seuils de détection et de mesure aux basses concentrations

L. Arehmouch, F. Ghillebaert et P. Roubaud

Complément au rapport d'exécution du contrat de recherche n"E3IIL25-2L6366-AEE\794

(EDF, Dir. des Etudes et Recherches) / (Université Paris 7, Groupe d'Embryotoxicologie

des Poissons : GEP)

Introduction

Le Mexel@ 432 est un mélange complexe commercialisé à une échelle grandissante pour

lutter contre les salissures biologiques et la corrosion dans les circuits hydrauliques industriels.

Il est composé de 3 molécules ou familles de molécules: des amines grasses primaires et

secondaires (composé A), des amines grasses tertiaires (composé B) et un aminoalcool

(composé C). Son utilisation implique des rejets contrôlés dans I'environnement à des

concentrations non dangereuses pour les organismes aquatiques. Cependant sa toxicité élevée

est attestée par des essais de laboratoire réalisés en eau pure sur diverses espèces aquatiques:

micro-organismes (Allonier et Khalanski, 1996), juvéniles ou stades embryoJarvaires de

poissons (Brooke, 1996; Ghillebaert et Brooke, 1997; Arehmouch e/ al, soumis et sous

presse), microcrustacés (INERIS, 1997; Ghillebaert et Brooke, 1997), mollusques (Coulon,

1993; Gamberini et aL, 1993, 1995, 1996; Khalanski, 1994): les concentrations létales pour

50 yo des individus traités sont comprises entre quelques centaines de pg et quelques mgll-

pour des durées d'exposition continues de I à 12 jours.

Il est donc nécessaire de disposer de méthodes analytiques sensibles pour déterminer les

quantités de Mexel@ 432 éventuellement rejetées dans I'environnement à des concentrations

toxiques.

A cette fin, une première méthode de dosage a été développée par EDF (méthode EDF:

Allonier, 1995) à partir de la méthode de Wang et Langley (1977) définie pour les amines

grasses. La méthode EDF est caractérisée par des seuils de détection et de mesure

respectivement égaux à 1,36 et 2,73 mg/L après établissement d'une droite d'étalonnage entre

l 6 l
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les concentrations nominales 1,46 et 43,8 mglL. De tels seuils sont à l'évidence trop élevés

pour déterminer des risques toxiques environnementaux liés aux rejets du Mexel@ 432.

Dans ce qui suit, nous montrons que, sans modifier le protocole standard de la méthode

EDF, l'établissement d'une droite d'étalonnage dans une gamme de concentrations plus faibles

permet d'obtenir au laboratoire des seuils de détection et de mesure eux-mêmes

considérablement diminués.

Matériek et méthodes

Princine (Méthode de dosaqe colorimétrique à l'oranee de méthvle)

La méthode EDF tire partie de deux caractéristiques fondamentales des amines grasses: de

par leur fonction grasse, c'est-à-dire la présence de radicaux hydrophobes, elles sont

susceptibles d'être extraites de leur solutions aqueuses par des solvants organiques. De part

leurs fonctions amines, elles peuvent se lier à des colorants anioniques en particulier en milieu

acide. Elles forment alors des complexes dont le degré d'hydrophobie est élevé en raison de la

neutralisation des groupements amines polaires.

Le dosage consiste donc en une ionisation des amines en milieu acide suivi de leur

neutralisation par un colorant anionique et d'une extraction des complexes amines grasses-

colorant par un solvant organique.

or.rrgÊ,ifÊ rnÉihvfÊ Oi, II
. l

\ l
n-\fq+-ff

I
aminÊ ioniréc *

Figure 1. Complexation d'une amine grasse par I'orange de méthYle

La concentration en Mexel@ 432 est alors évaluée au spectrophotomètre par mesure de

I'absorption à la longueur d'onde 4L4 nm qui correspond à I'un des pics d'absorption de ces

complexes. Selon Wang et Langley, ce principe est valable pour les amines grasses dont les

radicaux comportent au moins 6 atomes de carbone; en effet, ces amines doivent présenter une

t62
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partie hydrophobe assez importante pour que leurs complexes avec le colorant puissent être

extraits dans la phase organique. Ainsi les composés A et B du Mexel@ 432 sont pris en

compte ensemble lors du dosage, alors que I'amino-alcool n'est pas dosé.

Protocole expérimental

La méthode de dosage élaborée par EDF (Allonier, 1995) est adaptée pour des

concentrations comprises entre 0,1 et 12,8 mglL rangées suivant une progression géométrique

de raison 2. Au lieu de réaliser une pesée séparée pour chaque concentration de la gamme

d'étalonnage, une solution mère est préparée puis diluée pour obtenir les différentes

concentrations. Une nouvelle pesée est cependant réalisée pour chaque répétition de la gamme

d'étalonnage.

Materiel utilisé hoduits utilises

balance METLER AE 420 dichloro -1,2 éthane (Prolabo)

flacons en velTe de 125 ml, à

fermeture hermétique

orange de méthyle à 0,04 % (Prolabo)

pipettes à 2 traits de 10 ml acide nitrique 10 o/o*

pipettes automatiques de 1,25 et 2 nl acétone*

ampoules à décanter de 250 ml le Mexel@ 432 utilisé est le lot n" 95111103

agrtateur magnetlque

spectrophotomètre type PERKIN

ELMER LAMBDA 5UV

*: L'acide nitrique à l0 % et I'acétone sont utilisés pour nettoyer la verrerie.

Tableau 1. Liste des matériels et produits utilisés lors de l'établissement de la

droite d'étalonnaee du Mexel@ 432

Solution tampon acide (pH:3,75)
- 125 gde KCl,
- 70 e de CHTCOONa,
- 300 ml d'acide acétique glacial,
- Eau déminéralisée Pour I litre.

La forte concentration en KCI renforce les interactions hydrophobes et facilite donc

I'extraction des complexes amines grasses - colorant par le dichloroéthane.
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Les solutions de Mexel@ 432 sont préparées en distribuant les volumes nécessaires d,une

solution mère de concentration 100 mgtL à I'aide d'une micropipette à répétition. Le Mexel@
432 est pesé sur une feuille d'aluminium. La feuille portant le produit est introduite dans une
fiole jaugée en velre contenant 1 litre d'eau déminéralisée. Le produit est alors dissous par
agitation manuelle.

Des volumes de 50 pl, 0,1 ml, 0,2 ml, 0,4 ml, 0,8 ml, 1,6 ml, 3,2 ml et 6,4 mt de solution
mère sont introduits dans une fiole de 50 ml pour obtenir les concentrations nominales 0,1;0,2;
0,4, 0,8; 1,6;3,2;6,4 et 12,8 mglL.

Dans un flacon en verre de I25 nrl à col rodé, muni d'un barreau aimanté, 50 ml de la
solution à doser et 2 ml de tampon acide sont alors introduits avec l,2S ml d'orange de
méthyle et l0 ml de dichloroéthane. La préparation est agitée pendant 7 minutes à I'aide d'un
barreau magnétique tournant à 700 tourVminute. Après décantation pendant quelques

secondes, la phase organique est recueillie dans la cuve du spectrophotomètre. Des essais
préliminaires ont montré I'existence de 2 pics d'absorption à 354 et 414 nm dans cet extrait et
I'existence d'une turbidité résiduelle marquée pil une absorption variable à 750 nm.
L'absorbance de la phase organique est donc mesurée, après l0 minutes de stabilisation, à 354,
414, et 750 nm par rapport à I'acétone. Huit essais sont effectués à partir de 8 solutions mères

diftrentes (répétitions), chaque solution mère servant à préparer une gamme complète de

concentrations. Une seule mesure spectrophotométrique est effectuée par concentration et

répétition. La concentration en Mexel@ 432 est rapportée à la diftrence des absorbances à 354

ou 414 et 750 nm.

La pente de la droite d'étalonnage est déterminée par régression linéaire de type:

C = aAr + b, où C est la concentration en Mexel@ a3Z @glL) et Ar la différence des

absorbances aux longueurs d'onde l, et 750 nm. Les calculs sont effectués à I'aide du logiciel

Excell 511994.

Résultats

Pour la longueur d'onde 414 nm (Tableaux 2, 3, 6 et 7, Figures 2, 3), le seuil de la

régression linéaire est inférieur à 0,005. L'équation de la droite de régression est alors:

C = (7,21 t 0,09) ùu - (0,003 + 0,06),
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ce qui correspondrait pour des cuves de 2 cm de trajet optique à la droite:

C : (18,02 !. 0,22) furq - (0,007 t 0,15).

Les seuils de détectiol Saar+ et de mesure Smnra, calculés suivant (Allonier, 1995), sont alors

respectivement:

Sarra = Or29 mgtL, et S.a1a:0158 mgtL

c
(m/L)

Aala (nm) Moy

( l -8)

s

(1-8)I ) 3 4 3 6 7 8

0 0,000 0,0000,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,0000,000 0,000

0'l 0,030 -0,0070,0130,0180,0190,0070,006 0,0030,0110,011

o12 0,021 -0,0120,o490,026 0,037-0,0020,009 0,048 0,0220,023

O'4 0,017 0,0080,040 0,023 0,047 0,065 0,0550,049 0,038o,020

018 0,086 0,0590,1280,0510,093 0,0700,132 0,1420,095 0,035

l'6 0,210 0,2800,208 0,1890,225 0,202 0,237 0,2730,227 0,033

312 0,613 0,5010,395 0,4150,420 0,4370,602 0,5500,492 0,088

6r4 0,790 0,8820,996 0,8710,9910,945 0,829 1,1050,926 0,103

12,E r,722 1,6721,7961,7171,6981,8361,705r,7091,7310,055

chaque concentration des 8 répétitions de la gamme drétalonnage.

C: concentration en Mexel@ 432. Aqd différences des absorbances mesurées à 4I4 et

750 nm. Moy: moyennes sur les 8 répétitions. s: écart-type.

1: C = (7,34 t 0,34) A+u - (0,01 t 0,22)

2'. C -- (7 ,42 t 0,23) /v;r+ + (0,04 t 0,15)

3:  C: (6,99 !  0,17) A+r+ + (0,01 t  0,12)

4-. C: (7,37 t 0,09) A,414 + (0,121 0,06)

5: C: (7,30 ! 0,21) Nrr - (0,03 t 0,14)

6: C = (6,86 t 0,08) A,arn * (0,11 1 0,06)

7: C= (7,43 ! 0,29) Nv- (0,11 t 0,20)

8 :  C: (7 ,06 t  0 ,36)A+r+- (0 ,21  t  0 ,26)

C: concentration en Mexel@ 432. Atv: diflerences des absorbances mesurées à 414 et 750 nm.
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Equation de la droite doétalonnage c : (7,21+ 0009) A+r+ - (0'003 t 0'06)'

R:00995, P < 0'005
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A,354 nm (Tableaux 4,6 et 7, Figure 4), le seuil de significativité de la droite de régression

linéaire est inftrieur à 0,005. L'équation de la droite de régression est alors:

ç: (5,63 t 0,13) Arsr * (0,62 1 0,10)

Les seuils de détection Sarsa et de mesure S.ls+, calculés suivant (Allonier, 1995), sont alors

respectivement:

Sass+: Or25 mg[L et S.ss+ : Or49 mgL

Cependant, aux concentrations les plus faibles (0 - 1,6 mglL), la pente de la courbe

d'étalonnage est largement supérieure à celle calculée sur I'ensemble de la gamme des

concentrations testées (0 - 12,8 mgL). 10,16 contre 5,63.

c
(me/L)

Assc (nm) Moy s
I ) 3 4 5 6 7 8

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0.1 0-020 -0.0100.013-0-0050.0160-005-0.0100.005 0.004 0.012

0,2 -0.007-0.0530-042 0.003 0.040 0.005 0-002-0.0030.004 0.030

O'4 -0.013-0.0310.036-0.0280.0310-050 0.0280.026 0.0120.031

0.8 0.056 -0-024 0.077-0.0120.0190.0170.0250.056 0.027 0-035

1.6 0.039 0-086 0.048 0.0100-0100.049 0.0250.073 0-043 0.028

312 0.459 0.386 0-215 0-306 0-270 0-3870^4360.236 0-337 0.093

6,4 1.031 1.0080.874 1 .1510.8080-890 0-8110.786 0-920 0.130

12.8 2.409 1.8252.5612.347 1.8992.414 2.032 t.997 2.186 0.278

Tableau 4. Mesures relatives au pic d'absorption de longueur d'onde 354 nm Dour

chaque concentration des 8 répétitions de la gamme dfétalonnage.

C: concentration en Mexel@ 432. Ass. diftrences des absorbances mesurées à 354 et

750 nm. Moy: moyennes sur les 8 répétitions. s: écart-type.

Discussion et conclusion

Lors d'essais antérieurs réalisés avec des cuves spectrophotométriques de 2 cm de trajet

optique (Allonier, 1995) à la longueur d'onde 414 nm, la droite d'étalonnage était établie à

partir d'une gamme de concentration de valeurs extrêmes 1,46 - 43,8 mg[L. La pente de la

droite d'étalonnage etait alors 18,28 I I et les seuils de détection et de mesure calculés suivant

(Allonier, 1995) étaient respectivement 1,35 et2,73 mglL

La réalisation d'essais en cuves de 5 cm dans la gamme de concentration 0,1 - 12,8 mSlL àL
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la longueur d'onde de 414 run, a permis de retrouver une droite d'étalonnage ayur/" une pente

comparable, une fois rapportée à des cuves de même trajet optique (2 cm): 18'02 + 0'2?'

Cependant, les seuils de détection et de mesure presque 5 fois plus faibles'

L i,S4 nnr, la variation importante de la pente de la courbe d'étalonnage lorsque la

concentration augmente montre que les mesures effectuées à cette longueur d'onde ne peuvent

fournir une méthode de dosage fiable sur l'ensemble de la gamme d'étalonnage' et que les

processus chimiques qui la sous-tendent difflérent de ceux impliqués dans les mesures à

414 nlrr.

nqr"ti"r Ae la droite doétalonnage C = (5'63 1 0013) Assq + (t,62 + 0'10)'

R:0,982, P < 0'005
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D,autres méthodes de calcul des seuils de détection et de mesure pourraient être appliquées

(INERIS, communication personnelle): par exemple, ils pourraient être calculés en tenant

compte seulement des variations de I'absorbance mesurée à la concentration 0 (absence du

Mexel@ 432) suivant les relations:

Sor: â (3 sco) + b et S*À = a (10 ssn) + b

où a et b sont les coefficients de la droite d'étalonnage et sco l'écart type de I'absorbance
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mesurée à |a concentration 0 (Tableau 5), ce qui revient à calculer les concentrations qui

correspondent à des absorbances respectivement égales à 3 fois et 10 fois l'écart-type relatif à

la concentration 0, soit pour 7v= 414, s6:0,02:

Sarrc : Or43 mg[L et S-or :1,,44 mgtL.

Co Répétitions Moy s

I ) 3 4 5 6 7 8

414 nm 0,1410,1 59 0,1400,1450,129 0,Q92 0,1  39 0,125 0,1030,020

354 nm 0 ,1160,140 0,092 0,1220,084 0,0810,1000,089 0,T340,020

Les seuils déterminés par les diverses méthodes de calcul restent relativement élevés s'ils

sont comparés aux niveaux de toxicité mesurés sur diverses espèces aquatiques. Par exemple,

après I I jours d'exposition, les plus fortes concentrations sans effet létal observé pour les

stades embryoJarvaires de la carpe peuvent être inferieures à 0,25 mg/L (Arehmouch et aI,

soumis), et après 48 tL les concentrations létales pour 50 Yo des individus traités chez la

daphnie sont d'environ 0,50 mgtL (Ghillebaert et Brooke, 1997). Cependant, dans les

conditions recommandées par le fabriquant, le Mexelt 432 est utilisé en traitements séquentiels

de quelques minutes à quelques heures par jour et les seuils de toxicité observés dépassent

alors les seuils de détection et de mesure observés dans nos essais (Cf . 2.2.;2" Partie, $ l. 1.6.)'

Une augmentation de la sensibilité et de la fiabilité de la mesure dewa être recherchée, si

nécessaire, par exemple en augmentant le rapport volumique entre l'échantillon testé et le

dichloroéthane ou en concentrant la solution de complexe Mexel@ 432 - orange de méthyle

dans le dichloroéthane par évaporation.

D'autres méthodes de dosage du Mexel@ 432 en solution aqueuse sont recherchées

actuellement pour déterminer la "demande immédiate" en Mexel@ 432 dans les eaux naturelles.
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Rqétition c
(mgll,)

I  (nm)
354 414 700 7s0 900 414-750

I

0 0,2690,2940,1 66 0,1530,178 0,141
0,1 0,3940,4290,2750,2590,262 0,771
0,2 0,2300,2830,L340,r210,144 0,162
0,4 0,6960,7570,6100,5930,566 0,158
0,8 r,0441,0990,8990,8720,815 0,227
r,6 0,4040,6000,2660,2490,251 0,351
3,2 r,9792,158r,4421,4041,321 0,754
6,4 1,2371,0210,1020,0900,12r 0,931
12,8 2,5981,9360,0900,0730,091 1,863

2

0 0,3430,3620,2130,2030,2r3 0,159
0,1 0,3400,3620,2220,2100,214 0,152
0,2 0,0980,1 580,0140,01 I0,041 0,147
0,4 0 ,5310,5890,4320,4220,399 0,167
0,8 0,8890,9970,7950,7730,724 0,218
1,6 0,6940,9070,49a0,4690,446 0,439
3,2 0,6640,7990 ,1510,138Q,144 0,660
6,4 1,2511,1440,1  l3 0,1030 ,1 l1 1,041
12,8 2,7182,5840,7810,7530,687 1,831

3

0 0,2110,2590,1250,1  1g0,130 0,140
0,1 0,1520,2000,0520,0470,068 0,153
0,2 0,3470,3960,2170,2070,210 0,189
0,4 0,3060,3580,1870,1790,181 0,180
0,8 0,3710,4700,2170,202Q,203 0,268
1,6 0,1760,3840,0400,0360,065 0,348
3,2 0,3550,5830,0520,0480,077 0,535
6,4 1,1r41,2840,1540,1480,1 53 1 ,136
12,8 2,8372,1200,1990,1 840,178 1,936

4

0 0,1710,1940,0560,0490,070 0,145
0,1 0 ,1780,2240,0660,0610,089 0,163
0,2 0,1  550,2010,0800,0300,090 0,171
0,4 0,r270,2010,0370,0330,060 0,168
0,8 0,1480,2340,0420,0390,067 0,196
1,6 0,1730,3750,0430,0410,072 0,334
3,2 0,4940,6260,0720,0660,092 0,560
6,4 1,2961,0390,0240,0230,061 1,016
12,8 2,5251,9120,0610,0560,083 1,856

Tableau 6. Valeurs brutes des absorbances aux longueurc d'onde 354. 414. 700. 750 et

900 nm (rénétit ions 1.2.3.4).

C: concentration en Mexel@ 432.lvz longueur d'onde de mesure.
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Répétition c
(me/L)

I (nm)

354 414 700 750 900 4t4-750

J

0 0,1  150,1600,0330,0310,065 0,129
0,1 0,r340,1820,0360,0340,064 0,148

0,2 Q,2410,2830,1260,1  170,132 0,166
0,4 0,2230,2840 ,1130,1080,125 0,176
0,8 0,8260,9450,7350,7230,689 0,222
r,6 0,1260,3860,0340,0320,067 0,354
3,2 0,4590,6540 ,1 l10,1050,1 33 0,549
6,4 1 ,5311,7590,6580,6390,593 1,120
12,8 2,8062,6500.8430,8230,780 1,827

6

0 0,1820,193o, l120,1010,128 0,092
0,1 0,1370,1500,0610,0510,087 0,099
0,2 0,0910,0950,0170,0050,028 0,090
0,4 0,2670,2930,1 530,1360,156 0,157
0,8 0,308J,3720,2250,2100,223 0,162
1,6 0,2470,41 I0,r320,1170,138 0,294

3,2 0,4680,5290,0080,0000,039 0,529
6,4 1,1  85 1,2510,2340,2140,226 1,037
12,8 2,5872,0200,1100,0920,109 1,928

7

0 0,2690,3080,1770,1690,175 0,139

0,1 0,3730,4280,2970,2830,277 0,145
0,2 0,1610,2070,0670,0590,07J 0,148

0,4 0,1980,2640,0780,0700,089 0,194

0,8 0,7030,8490,5930,5780,539 0,271

T,6 0,2300,4750,1  100,1050,1  13 0,370
3,2 0,6720,8770,1490,1 360,135 0,741

6,4 l ,0 l  I 1,0680,1090,1000,122 0,968
12,8 2,3052,0170,1870,1730,171 r,844

I

0 0,5400,576Q,4650,4510,432 0,125

0,1 0,2430,2770,1 560,1490,162 0,128
0,2 0,1250,2120,0450,0390,060 0,173

0,4 0,8600,9190,7660,7450,690 0,174

0,8 0,4100,5320,2820,2650,258 0,267

1,6 0,6240,8560,4800,4580,413 0,398

3,2 1,7832,1331,4811,4581,371 0,675
6,4 1,2781,6330,4250,4030,363 1,230

12,8 2,3032,0510,2300,2170,217 1,834

Tableau 7. Valeurs brutes des absorbances aux longueuns d'onde 354. 414. 700. 750 et

900 nm (rénétitions 5.6. 7.8).

C: concentration en Mexel@ 432. Lz longueur d'onde de mesure.
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1. Ltembryon de carpe comme modèle en toxicologie

2. Principales infomations concemant le Mexel@ 432 apportées par I'utilisation

du modèle embryon de carpe
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Discussion et conclusion

l. L'embryon de carpe comme modèle en toxicologie

La protection de I'environnement exige des contrôles a priori et o posteriori'des effets

toxicologiques des produits chimiques et matériaux divers utilisés par I'homme. Cependant, la

réalisation d'essais de laboratoire ou d'études sur le terrain représente un coût économique et

une contrainte de temps importants et I'augmentation des exigences normatives pourrait se

retourner contre I'innovation. C'est pourquoi il est nécessaire de développer des méthodes

d'étude et des modèles toxicologiques expérimentaux capables d'apporter un maximum

d'informations au moindre coût. A ce titre, I'embryon de poisson, et notamment celui de la

carpe commune, présente de nombreux avantages (Cf. 2'Partie, $ 1.2.).

Une recherche bibliographique informatisée portant sur les études toxicologiques relatives

aux stades précoces du développement des poissons à partir des mots clés "fish* and (early

life stage* or egg* or larva*) and toxic*" dans la base de données Biological Abstract durant

la période 1990-1997, a permis de répertoier 377 références portant sur 95 espèces

diftrentes. Les espèces d'eau douce prédominent, notamment la truite arc-en-ciel

(Oncorhynchus mykiss) (environ 12 oÂ des études), le tête de boule (Pimephales promelas)

(environ 9 oÂ),la carpe commune (environ 6 yo),le poisson zèbre (Brachydanio rerio) ou le

medaka (Orysias latipes) (environ 4 oÂ chacun) et le crapet arlequin (Lepomis macrochirus)

(environ 2,5 yo). Les poissons euryhalins comme les saumons représentent ensemble environ

12 oÂ des citations. Les poissons de mer les plus cités sont la lamproie marine (Petromyson

marinus) (environ 2,5 yo),les diverses soles (Pleuronectes sp.) (ensemble environ 2,5 oÂ),le

hareng (Clupeaharengus) et letopsmelt(Atherinopsffinis) (environ 2%ochacun).

Une recherche bibliographique portant sur la totalité des stades de développement des

poissons (mots clés"fish* and toxic*") a permis de recenser plus de 8000 réferences, dont 350

concernent la carpe (ensemble des espèces) et 60 sur la calpe commune. Dans cet ensemble,

les stades embryoJarvaires ne représentent que 4,7 To du total. Chez la carpe commune 6 0/o

des études concernent les stades embryoJarvaires. Ainsi, bien que les stades précoces du

développement aient été considérés comme des stades de sensibilité critique dans le cycle de

vie des poissons (Cf. 2'Partie 1.2.; McKirn" 1977; OCDE, 1997),leur prise en compte dans les

études toxicologiques est restée limitée.

Cette faible quantité d'études sur les stades préppces de développement chez les poissons
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reflète l'usage limité dans les réglementations liées à I'usage des produits chimiques. En effet,

contrairement aux essais sur juvéniles ou adultes, les tests embryoJarvaires sur poisson ne sont

exigés que pour des substances commercialisées en quantité très importante.

Par ailleurs, les difficultés de mise en oeuwe des tests embryoJarvaires au laboratoire ont

peut-être aussi joué un rôle dans cette sous-estimation. Par exemple, la mise en oeuwe de nos

essais a confirmé I'importance des contraintes expérimentales associées au modèle embryon de

carpe, notamment pour la stabulation des géniteurs au laboratoire ou le transport des gamètes,

I'induction de ponte et la réalisation rapide des fëcondations en raison de la vitesse de

surmaturation ovocytaire.

Cependant, la grande prolificité des carpes permet d'envisager la réalisæion d'un grand

nombre d'essais avec une seule ponte. Ces essais peuvent être simultanés, mais la possibilité de

ralentir le développement par le froid pounait permettre aussi d'utiliser les produits d'une seule

ponte pour effectuer des essais successifs (Cf.2" Partie, $ 2 I ) sur des larves ayant des âges

physiologiques équivalents: par exemple, on pourrait, sur une seule et même ponte, établir une

cl,so (48 h):

- dans un premier essai sur des animaux incubés à 24"C depuis la fecondation pendant

4 jours,

- dans un deuxième essai sur des larves incubées à lsoc depuis la fecondation pendant

l2 jours.

Dans nos essais, des larves ont été exposées à divers pesticides après séjour préalable à

24"C jusqu'à l'éclosiorç puis à 11oC ou 14oC jusqu'au début de I'exposition, elle même réalisée

à,24"C. Ainsi, les animaux ont été soumis à deux chocs thermiques importants et, même si

aucun effet toxique visible na été observé chez les témoins, les actMtés toxiques de

3 pesticides (deltaméthrine, captafol et DNOC) mesurées dans ces conditions ont été

particulièrement élevées (Cf. 2" Parlie, $ 2.5.). Cependant, dans ces essais, d'autres facteurs

que le régime thermique auraient pu expliquer la forte activité observée: âge élevé des larves

au moment de I'expositio4 sensibilité particulière de la ponte utilisée pour les tests, recours à

des conditions statiques d'exposition. Par conséquent, la possibilité expérimentale de

consener les larves de carpe à basse température comme matériel biologique de réserve pour

des essais saccessifs ne pourua être validée qu'avec la démonstration d'une indépendance

toxicologique réelle de ces larves vls-à-vis du régime thermique d'incubation (température de

base et variations de température).
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La mise en évidence d'une diminution importante de la toxicité de la deltaméthrine aux

basses températures (Cf. 2" Partie, $ 2.5 Tableau 3) confirme la nécessitë des études

multifuctorielles pour l'ëvaluation des risques toxicologiques erwironnementaux. Le modèle

embryon de carpe apparaît comme particulièrement favorable à ce type d'études. Par exemple,

il tolère, sans effets létaux, des températures constantes d'incubation comprises entre 12 et

28oC (Reznicenko, 1976) et selon nos essais (résultats non publiés) des températures jusqu'à

1OoC après éclosion.

La sensibilité embryolarvaire de la carpe commune au Mexel@ 432 est comparable à celle

établie sans apport de nourriture pour des larves de diverses espèces de poissons (Cf. 2" Partie,

$ 1.1.6.5. Tableau 9: essais sur tête de boule, poisson zèbre et carrelet). Cette observation

rejoint celle de Lefebwe (1990) à propos de la toxicité de 9 pesticides. In réputation de la

carpe quant à sa tolérance toxicologique élevée mériterait donc d'être mise à l'épreuve par

des expériences spécifiques. En même temps, des études systématiques réalisées dnns des

conditions expérimentales comparables devraient vérifier Ia thèse suivant laquelle les stades

embryo-larvaires représentent une période de sensibilité critique dans le cycle de vie des

poissons.

Dans nos essais réalisés à partir de la fecondatiorç les taux de survie sur témoins ont varié

dans de larges proportions (Cf. 2" Partie, $ 2.l.Tableau: l), certains d'entre eux étant

largement inferieurs aux taux exigés dans les tests normalisés (OCDE, 1997). En outre,

quelque soit leurs valeurs initiales, ces taux de survie sont restés stables après éclosion jusqu'à

I'apparition des mortalités par inanition. Cependant, les seuils de sensibilité mesurés en

présence du Mexel@ 432 n'ont montré aucune relation nette avec ces taux, une observation qui

rejoint celles effectuées avec d'autres produits (Lefebwe, 1990; Ghillebaert,1996). Nos essais

sur le Mexel@ 432 confirment donc après Ghillebaert (1996), que I'observation de la stabilité

des taux de survie larvaire chez les témoins pourrait compléter ou remplacer les valeurs

absolues de ces taux comme critère de qualité des pontes.

L'étude de la toxicité du Mexelt 432 en présence d'un antigel ou de suspensions de cendres

industrielles (Cf. 2'Partie, $ 2.6.), a confirmé I'existence d'un eflet toxicologique spécifique des

espèces de poissons à oeufs collants. I'inhibition du collage. Cet effet, notamment sous

I'influence de particules en suspension comme des cendres ou des argiles, pourrait avoir des

implications biogéographiques chez de nombreuses espèces de poissons. Chez la carpe, le

collage des oeufs résulte de la libération de mucopolysacharides au moment de la mise à I'eau
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des ovocytes. Il est donc possible de le déclencher à volonté dans des solutions d'essai. Le

modèle de I'embryon de carpe est donc un modèle favorable pour la quantification de cet effet

toxique. L'élaboration d'un système d'agitation des ovocytes au moment de I'activation a permis

de mettre en évidence un seuil d'activité anti-collage, mais sans établir jusqu'ici de relation

dose-effet. D'autres essais seront donc nécessaires pour élaborer une méthode standardisée

de quantrficqtion de ce phënomène.

2. hincipales informations concernant le Mexelt 432 apportées par l'utilisation du

modèle embryon de carpe

Comme notre étude bibliographique introductive I'a montré, le développement des

biosalissures en milieu aquatique peut causer une gène importante pour de nombreuses

activités humaines industrielles. Les agents anti-salissures élaborés pour y faire face doivent

s'adapter à la grande diversité des situations techniques rencontrées, des espèces et de leurs

effets, de leur mode de recrutement et de dispersion, de leurs sensibilités variées aux facteurs

environnementaux, etc. (Cf. 1" Partie). Mais leur efficacité dans le contrôle des biosalissures ne

peut pas suffire à leur choix car ils doivent aussi être utilisables avec un minimum de risques

pour les espèces non-cibles dans les zones traitées en même temps qu'un minimum d'effets

secondaires néfastes dans les zones de traitement.

Le développement du Mexel@ 432 présente à la fois I'avantage d'une efficacité avérée contre

de nombreuses salissures et d'une protection contre la corrosion. L'enjeu des études réalisées

sur plusieurs espèces notamment non-cibles est donc important pour l'évaluation prédictive des

risques, en comparant les sensibilités des diftrentes espèces. De même, la multiplicité des

essais sur plusieurs espèces pourrait renseigner sur les modalités d'action du produit.

2.1. Toxicité du Mexel@ 432 dans une eau synthétique

En eau pure, en exposition continue prolongée à partir de la fécondation, le Mexel@ 432 est

apparu comme un produit de forte toxicité vis à vis de I'embryon de carpe. Par exemple, une

CLso égale à0,34 mglL a été mesurée après 7 jours d'exposition sur une ponte particulièrement

sensible. Mais une variabilité importante des sensibilités suivant les essais a été observée, la

CLso (7 jours) la plus élevée dans nos essais étant 1,58 mg/L (Cf. 2' Partie, $ 2.L, Tableau I).

La toxicité du Mexel@ 432 est encore renforcée par I'observation d'effets sur la croissance en

concentrations sublétales (Cf. 2' Partie, $ 2.3.). Cependant, l'évaluation des risques liés à
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I'emploi du Mexel@ 432 doivent tenir compte des conditions de son utilisation: en particulier, le

caractère intermittent des traitements par ce produit fait disparaître les effets toxiques à des

concentrations pourtant hautement toxiques en exposition continue. Cet exemple ntontre la

nëcessité d'ëlaborer des tests spécifiques pour I'ëvaluation des risques toxiques associés à des

expo sit i ons i nler mittente s.

Comme cela a été observé avec d'autres toxiques et d'autres espèces de poissons, I'embryon

de carpe apparaît plus tolérant que la larve (Cf. 2' Partie, $ 2.1. Tableau 2) peut être en raison

d'un rôle protecteur du chorion (Van Leeuwen et aL, 1985; Kristenserq 1990; Fent et Meir,

1994; Lefebvre, 1990). L'utilisation des techniques d'élimination du chorion et d'incubation

des embryons dëchorionnés (Yamaha et aL, 1986) pourrait permettre de vérifier cette

hypothèse.

Dans la plupart de nos essais (Cf.2" Partie, $ 2.1. Tableau 1,2.4. Tableau l), la

prolongation de I'exposition au Mexel@ 432 après éclosion jusqu'à la phase d'inanition ne

provoque pas d'importantes mortalités. Les animaux ayant supporté les premiers jours

d'exposition tolèrent sa prolongation. Le Mexel@ 432 ne semble donc pas avoir en général

d'effets cumulatifs. Ce résultat est soutenu par I'absence d'effets diftrés après la fin d'une

exposition (Cf.2" Partie, $ 2.1. Tableau 2).La réponse larvaire en tout ou rien devant I'action

du Mexel@ 432 pounut être due à un effet protecteur des mucus épithéliaux notamment au

niveau des branchies. (Jne étude des effets du Mexel@ 432 sur les couches de mucus pourrait

vérirter cette hypothè se.

Cependant, après une exposition prolongée jusqu'à la phase d'inanition, la sensibilité au

Mexel@ 432 parût augmentée, ce qui pourrait manifester aussi bien un épuisement accéléré des

réserves trophiques vitellines etlou une sensibilité spécifique des larves affaiblies par I'inanition.

La première hypothèse est cohérente avec I'observation d'une diminution de la croissance

(C1.2" Partie, $ 2.3.) et d'une augmentation de la mobilité larvaire en présence du Mexel@ 432

(résultats non publiés). Une étude spécifique de la sensibilité propre de la phase d'inanition

serait nécessaire pour vérifier ces interprétations.

Les solutions de Mexel@ 432 conservées en eau synthétique gardent leur toxicité pendant

plusieurs jours, et le Mexel@ 432 éventuellement déposé sur les parois des incubateurs ou les

surfaces présentes dans le milieu (matières organiques et en suspension) n'exerce pas d'effet

létal sur les larves: Ainsi, la toxicité du Mexel@ 432 ne paraît pas résulter d'un effet des surfaces

traitées. Par contre, le Mexel@ 432 povnut très bien agir en filmant en perrnanence les surfaces
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biologiques (chorion, branchies, peau) Cependant, l'étude histopathologique de la branchie

(Cf. 2'Partie, $ 2 8 ) semble montrer des effets sur les hématies et les vaisseaux sanguins après

des traitements qui laissent apparemment intacts les épithéliums et notamment leurs cellules

muqueuses. II serait donc nécessaire de rechercher des méthodes permettant de visuoliser la

présence d'un éventuelfiln de MexeP 432 sur les surfaces biologiques.

Dans nos conditions expérimentales, les effets létaux du Mexel@ q32 sont légèrement plus

importants à pH 9 qu'à pH 6,9 (Cf.3'Partie, Tableau 3). Cette influence du pH pourrait être

attribuée à une augmentation de la forme non ionique des amines conduisant à une a.ffinité plus

grande pour les membranes biologiques par interaction hydrophobe. La mise en évidence des

pK d'ionisation du MexeP $2 permettrait de tester cetle interprétation.

Contrairement à ce qui pounait être attendu d'un produit détergent et donc susceptible de

se lier aux membranes biologiques, ni la température (entre 14 et 24"C), ni la concentration en

calcium (entre 0 et 800 mgL), ni leurs interactions n'ont d'eflet significatif sur I'activité létale

du Mexel@ 432. La connaissance des caractéristiques du MexeP 432 comme tensioactif en

porticulier la température et concentTation micellaires critiques pourrait éventuellement

servir à interpréter cette relative indëpendance.

La toxicité du Mexel@ 432 parût due pour I'essentiel à son contenu en diamines grasses

(produit A). Sa fonction antisalissure est donc probablement déterminée par ce seul produit. In

nécessité dans cette fonction de Ia présence des autres composants (amines tertiqires et

qmino-alcool) devrait donc être testée.

De part ses propriétés tensioactives cationiques, le Mexel@ 432 devrut a priori pouvoir se

lier aux molécules hydrophobes comme aux molécules hydrophiles anioniques. On pourrait

donc s'attendre à ce qu'il exerce une influence sur la toxicité des xénobiotiques hydrophobes et

anioniques. Dans nos conditions expérimentales (Cf. 2' Partie, $ 2.5.), cette hypothèse n'est

cependant pas vérifiée dans le cas de 4 pesticides choisis pour leur degré d'hydrophobie varié

ou leur caractère anionique.

2.2. Toxicité du Mexel@ 432 dans des eaux de rivière

En eau pure, une solution concentrée en Mexel@ 432 (lO nrglL) provoque 100 % de

mortalité en quelques heures (Cf. 3" Partie). La même solution, mais préparée avec une eau de

Seine et conservée pendant une heure, ne provoque des mortalités qu'après 3 jours d'exposition

(Cf. 3" Partie, Figure l). L'eau de Seine a donc un effFet inhibiteur immédiat sur le Mexel@ 432.

178



Discu ssion d conclasion

Conservée pendant 2 jours, cette solution est sans effet létal jusqu'au 7" jour d'exposition.

L'inhibition immédiate (moins d'une heure) est donc suivie par une inhibition lente (quelques

jours). Ces résultats confirment les observations de Allonier et aL, (1995 et en préparation) qui

distinguent par des dosages colorimétrique en milieu acide et des tests microtox une "demande

immédiate" en Mexel@ 432 et une "disparition lente" d'origine physico-chimique ou

bactérienne (Cf. 2'Partie, $ 1.1.5.). En eau de Seine, la demande immédiate peut atteindre plus

de 70 Yo et augmente avec la quantité de matières en suspension (MES).

Les acides humiques provoquent en moins d'une heure une importante réduction de la

toxicité du Mexel@ 432 vis-à-vis de I'embryon de carpe (Cf. 3" Partie, Tableau 5). Cet effet

peut s'expliquer par une "demande immédiate" en Mexel@ 432 en relation avec ses propriétés

tensioactives, par complexation avec les acides humiques. Des dosages du Mexel@ 432 en

milieu acide en présence d'orange de méthyle, montrent en effet, comme dans I'eau de Seine,

que la quantité de Mexel@ 432 libre diminue fortement en présence d'acides humiques ou

d'argiles en suspension (Cf. 3" Partie, Figures 2 et 3). De même, des complexes acides

humiques-Mexel@ 432 se concentrent à I'interface entre I'eau et un solvant organique

(dichloroéthane à pH acide ou n-octanol à pH neutre), ce qui a pour effet, en présence

d'orange de méthyle, de réduire à la fois la concentration en acides humiques dans I'eau et la

concentration en complexe Mexel@-orange de méthyle dans le solvant organique. Le

MexePq32 comme certaines amines grasses pounait donc être utilisé pour éclaircir les eaux

chargées en matières organiques. En même temps, la concentration et la toxicité des solutions

de MexeP 432 au voisinage des interfaces eau-air dewaient être prises en consiùlration.

Cependnnt Ia démonstration rigoureuse du rôle des acides humiques ou des argiles dans Ia

demande immédiate en MexeP 432 sapposerait de doser le prodnit libre en solution aux pH

des eaux traitées et en l'absence de l'orange de métlryle. Des essais préliminaires (non publiés)

ont effectivement montré que, dans ces conditions, le spectre d'absorption des acides humiques

est modifié en présence du MexeP 42 ainsi que la quantité de Mexel@ 432 ertractible par le

n-octanol, un solvant organique dont le degré d'hydrophobie est comparable à celui des

membranes biologiques.

L'adsorption du Mexel@ 432 sur les matières en suspension explique sans doute la faible

toxicité mesurée dans les essais réalisés sur des larves exposées en présence de nourriture

(Cf. 1" Partie, $ 1.1.6.5., Tableau 9) et la non-toxicité à court terme du Mexel@ 432 ajoutê à

des effluents de papeterie ou de laiterie (résultats non publiés).
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La diminution du Mexel@ 432 biodisponible dans le milieu en présence de matières

organiques dissoutes ou de matières en suspension exigerait donc le recours à des doses plus

élevées que dans des eaux peu chargées pour la lutte contre les biosalissures. Dans ces

conditions, la quantité de Mexel@ 43}hbrebiodisponible dans les eaux de rejet ne sera que peu

ou pas diminuée par la demande immédiate, tandis que celle présente sous forme adsorbée

poura augmenter. L'évaluation des risques écotoxicologiques liés au Mexel@ 432 dansles eaux

naturelles bénéficie des connaissances sur le devenir des amines grasses dans le milieu

aquatique (Allonier et aL, en préparation; Van Gnkel, 1993 et 1996).

2.3. Dosage du Mexel@ 432

Etant donné que la toxicité du Mexel@ 432 peut se manifester pour des concentrations de

quelques centaines de pglL, des méthodes de dosage compatibles avec ces niveaux de toxicité

dewaient être élaborées. Nos essais suivant la technique standardisée par EDF (Allonier,1995:

dosage colorimétrique à I'orange de méthyle en milieu acide), ont permis d'atteindre en eau de

laboratoire des seuils de détection et de mesure de 0,29 et 0,58 mglL (Cf.4" Partie). II sera

donc nécessaire de perfectionner la technique de dosage:

- pour atteindre des seuils de détection et de mewre inférieurs à 100 pg/L,

- pour adapter la technique de dosage à la présence des impuretés contenues dans les eaux

naturelles.

- pour mesurer la quantité de Mexels 432 réellement biodisponible,

- pour mesurer la quantitë de MexeP 432 adsorbé ou lié et visualiser les films de MexeP

déposés sur les surfaces solides.

Ces perfectionnements dewont permettre à la fois d'optimiser les doses utilisées en fonction

de la demande immédiate des eaux traitées et de contrôler les concentrations dans les eaux de

rejets.
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Conclusio n générale et perspectiv es

Aux vues de ces résultats, il apparaît nécessaire de développer des essais sur le

développement embryolarvaire de la carpe coîrmune, en vue d'une normalisation. En effet, et

malgré certains inconvénients de ce modèle, il a néanmoins permis d'évaluer les niveaux de

toxicité de nombreux produits déjà existants sur le marché notamment la deltaméthrine, le

captafol, le DNOC, des effluents industriels, ... (Lefebwe, 1990; Ghillebaert, 1996; CC.2"

Partie, S 2.7 .), ou en cours d'évaluation pour la mise sur le marché des produits anti-salissures

et anticorrosion comme le Mexel@ 432. n a également contribué à prévoir, en partie, le devenir

de ce produit dans le milieu aquatique (complexation ou liaison avec les matières organiques

ou en suspension).

De nombreux efforts doivent être entrepris pour améliorer la faisabilité des essais sur

embryons et larves de carpe, notamment, en utilisant un système de flux continu pour se

dispenser de la préparation journalière des solutions d'essai et surtout pour maintenir des

concentrations constantes en produits testés.

Un allégement des essais pourrait être obtenu, notamment par I'utilisation de techniques

comme I'analyse d'images, ce qui assurerait un comptage rapide et facile des oeufs.

La stabulation des géniteurs et la ponte peuvent être réalisées chez un pisciculteur ce qui

pourrait alléger la quantité de travail durant la réalisation des essais.

Enfin, la conservation des gamètes ou des lanres pourrait être un moyen pratique pour

disposer d'un matériel biologique disponible, notre effort de ralentir le développement embryo-

larvaire par le froid nécessite d'être poursuivi.

Dans nos essais, comme dans de nombreuses études, le critère de toxicité retenu a été la

letalité, rnais I'embryon de carpe offre la possibilité d'utiliser d'autres critères (Ghillebaert,

1996). L'optimisation de l'utilisation du modèle embryon de carpe devrait s'accompagner par

I'augmentation des critères de toxicité pour une bonne évaluation de la tofcité des

xénobiotiques.

Le Mexel@ 432 fut partie des produits généralement actifs à court terme, les mortalités

dépendent essentiellement des concentrations utilisées. Toutefois, et contrairement aux

expositions continues, les niveaux de toxicité baissent fortement lors d'expositions

intermittentes (Cf. 2'Partie, $ 2.2.).
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Parfois on observe une augmentation de la sensibilité en prolongeant I'exposition sans

toutefois affirmer I'existence d'effets cumulatifs ou d'effets diftrés. Les altérations sont

d'autant plus importantes que les concentrations sont proches des doses létales et au moins

chez I'embryon et la larve de carpe, les effets létaux cessent quand I'exposition s'arrête

(C1.2" Partie, $ 2.1.).

La grande rapidité d'action du Mexel@ 432 et le caractère non spécifique des lésions qui

touchent tous les tissus en contact avec I'eau, sont des éléments compatibles avec une atteinte

des structures membranaires entrant en contact avec le produit (Khalanski, 199a Cf. 2' Pulie,

$28 . )

La détermination des conditions d'acceptabilité environnementale de I'utilisation du

Mexel@ 432 bénéfrcie des connaissances accumulées sur divers organismes non-cibles et sur

d'autres critères de toxicité autres que les effets létaux.
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