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1. INTRODUCTION

Les sédiments cétiers, estuariens et portuaires piégent les contaminants
d'origine anthropique et tellurique (métaux lourds, composés organo-chlorés,
hydrocarbures arédmatiques...} qui sont transformés ou complexés sur les particules
solides (Carr et al, 1988 ; Paquet et Lacaze, 1988, Brower et al, 1990 ; Chapman,
1990 ; Cabridenc, 1991 ; Jouanny, 1991 ; Tay et a/, 1992).

Les activités de dragage et de rejet en mer des vases fortement contaminées
des ports et des chenaux risquent d'entrainer un effet nocif sur I'environnement.

La convention d'Oslo (1992) prévoit de diminuer les rejets en mer et de
procéder a l'évaluation des impacts biologiques lorsque de grandes quantités de
matériel doivent étre rejetées en mer ou s'il existe des sources de poliution connues
et un risque pour le biotope.

En France, le groupe GEODE a été crée en 1991 pour jouer un role de
conseiller technlque en matiére :
de dragage et d'lmmersmn
d'évaluation de l'impact
d'examen critique des procédures proposeées par les commisions.

C'est dans le cadre de ce groupe de travail qu'ont été réalisés (annexes 1,2,
3,4etb):

- des tests de toxicité sublétale (in vitro ) pour évaluer la toxicité des
boues de dragage de trois ports : Calais (métaux lourds), Le Havre (PCB'S HPA et
meétaux lourds) et Saint Nazaire (HPA et PCB's).

- des indices physiologiques, in situ et in vitro

- la mesure, in situ, d'indices biochimiques d'exposition pour rechercher
l'impact sur I'environnement des zones de dépdt de ces boues : estuaires de la
Seine, de la Loire et de la Girondre(cadmium) - Carte 1. b

1



' / 2. METHODOLOGIE
2.1. Indicateurs biochimiques d'exposition - ANNEXE 2.

La mesure des indicateurs biochimiques. EROD (Ethoxyrésorufine-O-
déethylase) et AChE (acéthylcholinestérase) a été réalisée sur des extraits de foie
(EROD) et de muscle (AChE de poissons démersaux Callionymus lyra et Solea
solea choisis pour leur large distribution géographique, leur migration limitée et leur
vie au contact des sédiments riches en contaminants (Galgani et Payne, 1991 ;
“Galgani et a/, 1992 ; Bocquené et al, 1993 ; Burgeot et al/, 1993).

La mesure d'un indicateur biologique au niveau de la cellule permet de
montrer qu'un organisme est exposé ou non a des niveaux de contamination qui
dépassent ses capacités normales de détoxification.

L'EROD est une enzyme impliquée dans le métabolisme de detoxnflcatlon des

hydrocarbures polyaromathues (HPA) et des polycholorobxphenyls (PCB's) ; elle est,f '

activée par les polluants qui pénétrent dans i'organisme.
L'AChE est une enzyme essentielle de la transmission de l'influx nerveux ;

elle est inhibée par la présence dans le milieu des insecticides organophosphorés et
rganc-carbamates (Tronczynski, 1990). -

O

2.2. Tests de toxicité sublétale

2.2.7. Milieux testés

La toxicité intrinséque des sédiments portuaires a été évaluée par des

bioessais réalisés en présence des boues (sédiment-contact) et/ou sur des extraits
aqueux. '

Les extraits aqueux permettent de détecter la toxicité des contaminants
susceptibles d'étre remis en solution dans I'eau de mer lors des opérations de rejet.

Les bioessais sur le sédiment total sont les plus efficaces pour évaluer les

" effets des contaminants (ASTM, 1920a) fournissant une évaluation directe de
l'impact sur les organismes marins en reflétant les effets cumulatifs de tous les
composés ainsi que leurs interactions (Swartz, 1989 ; Melzian, 1290). lIs prennent
en compte l'action synergique des différents contaminants hydrophobes comme les
PCB's et les HPA (Brower et al, 1990 ; Tay et al, 1992) ainsi que les ions

metalllques adsorbeés et/ou complexes sur les partlcules solides (Hannan et al 1979
; Bourg, 1991 ; Jouanny, 1991).

Les extraits aqueux sont obtenus par agitation, pendant 12h, des sédiments &
tester et employés aprés 3h de décantation. ‘

Les tests en "sédiment-contact” ont été réalisés en ajoutant le sédiment
directement dans les récipients servant aux bioessais.

Les boues de dragage ont été testées, a des concentrations de O & 100g de
sédiment humide par litre d'eau de mer, a l'aide d'une batterie de quatre essais :
microorganismes, cyanobactéries, invertébré (bivalve) et poisson (par le biais
d'extraits enzymatiques) en fonction de leur sensibilité.



i+ 2.2.2. Bioessais .- .

*Protozoaire marin (Pseudochnilombus marinus) - Annexe 3. o

_ - Le principe du test protozoaire repose sur la mesure d'inhibition. de la
croissance d'une population connue de ciliés,(28h a 28°C, sans lumiére), sous l'effet

de toxiques ( Le DG et al, 1991). Les résultats sont exprimés en Cl 50 : concentration

qui inhibe 50% de croissance des essais par rapport aux témoins.

*Cvanobactérie : Calothrix PCC7601 - Annexe 1.
L'effet des extraits aqueux sur le métabolisme cellulaire de cette algue a été
évalué par la mesure du pourcentage d'inhibition de I'activité estérasique aprés une
incubation de 40mn a 20°C (Minier et al (1993).

- ZBioessai embryon de bivalve : Crassostrea gigas - Annexe 4. _
Des essais d'embryctoxicité et de spermiotoxicité ont été réalisés sur les
sédiments et leurs extraits aqueux selon les techniques décrites par His et Robert

(1980, 1986), Thain (1991), His et Seaman (1993) et Quiniou et al (1993).

Spermiotoxicité : aprés pré-traitement du sperme (15mn) la
fécondation et le développement embryonnaire sont réalisés
dans les mileux a tester.

Embryotoxicité : 10mn aprés la fécondation en eau de mer de
référence, les oeufs sont inoculés dans les solutions a tester.

Pour le sédiment-contact, un test a été conduit en effectuant la
fécondation directement en présence des differentes concentrations de
boue.

Les résuitats sont exprimés en pourcentage net d'anomalies (PNA) de larves
D aprés 18 a 24h d'incubation a 24°C.
*Activité AChE in vitro - Annexe 1 ]
L'inhibition de I'AChE a été mesurée aprés 4h d'incubation (a 22°C) d'extraits
enzymatiques de muscle de poisson dans les extraits aqueux de boues des ports.

2.3. Indices physiologiques - Annexe. 5.

Les mesures physiologiques découlent du "Scope for growth"” (Widdow et &/,
1985) ont été appliquées a la moule (Mytilus edulis), espeéce choisie par de
nombreux auteurs (Bayne et al, 1985) pour ses qualités de bioindicateur, de plus
cette espéce est présente a I'état naturel sur les deux sites suivis : Argenton prés de
Brest (site propre) et Antifer prés du Havre (site pollué). -

Parmi les diverses mesures physiologiques utilisées en écotoxicologie, deux
ont été appliqués a cette étude :

-



. /,'

+le rapport O/N, utilisé pour sa simplicité de mise en ceuvre : c'est le

rapport ,équivalent atomique, de la quantité d'oxygéne’ consommée sur la quantité . -
d'azote amoniacal excrété: (Bayne et al," 1985 -; Blanchard, 1989). Ce -rapport =

témoigne de la balance énergétique entre la resplratlon et I'excrétion : plus I'animal

est en mauvaise santé, plus le rapport diminue. La mesure se fait sur une durée de
une heure (Fig. 1). : :

+la mesure des mouvements valvaires développée depuis 1964
(Galstoff) et réalisée a I'aide du "moulométre” fabriqué par Delta Consult (Fig. 2). Il

- permet d'enregistrer automatiquement les mouvements valvaires des moules (8 a la

fois) qui,sous l'effet d'un stress perturbant leur alimentation et/ou respiration, vont
soit fermer leurs valves soit en augmenter la fréquence de fermeture/ouverture. Le
suivi de ce parameétre s'est déroulé durant une nuit.

3. RESULTATS

3.1. Tests de toxicité sublétale

3.1.1. Protozoaire

L'analyse toxicologique des sédiments portuaires par le test
Pseudocohnilembus marinus n'a relevé aucune toxicité des échantillons testés. Les
CI150 sont supérieures & 100g de boue /1 (Tableau 1).

Bien que trés sensible pour les produits purs (Le D0, 1992), ce test ne peut
étre recommandé pour des échantillons tels que les sédiments :

+interférence entre organismes test et les particules lors des
comptages au counter coulter.
+antagonisme entre divers toxines (Vasseur et a/, 1988 ; Bonnemain et
Dives, 1990 ; Hansen et a/, 1990 ; Le DG et a/, 1990).
+réations d'adsortion, complexion et précipitation avec le milieu de
culture Grasshoff qui est trés minéralisé.

3.1.2. Cyanobactérie : Calothrix.

L'activite estérasique de Calothrix n'est pas modifiée en présence de l'extrait
aqueux du port de Calais alors que ceux du Havre et de St Nazaire entrainent une

diminution de ['activité esteras:que d'environ 30% quelque soit la concentration
testée.

Un essai réalisé en absence de cyanobactérie a montré que les sédiments
eux mémes avaient une action d'inhibition directe sur la fluorescence d'un composé,
aussi les résultats obtenus ne permettent pas de conclure a un effet significatif des
sédiments sur l'activité estérasique.



3.1.3. Embryons de bivalve (Fig. 2).

Les essais réalisés sur les extraits aqueux montrent que s'ils n'ont pas -
d'effets spermiotoxiques significatifs (taux de fécondation identiques que pour les
témoins), le développement embryonnaire est trés affecté par le sédiment de Calais
(PNA = 98) et faiblement par ceux de St Nazaire et du Havre (PNA = 10,5 et 4,6).

Aux concentrations inférieures nous observons un phénoméne d'hormése (Stebbing,
1982).

En "sédiment-contact”, les effets sont beaucoup plus importants :

*le pré-traitement du sperme entraine plus de 10% d'anomalies dés la
plus faible concentration pour atteindre 55% & Calais, 31% a St Nazaire et 17,2% au
Havre avec 50g/l alors que le taux de fécondation n'est pas affecté.

*lorsque le développement embryonnaire se déroule entiérement en
présence des boues, les PNA dépassent 46% dés 5g de sedlment/l pour les trois
sites et atteignent 100% avec 100g/1.

Ces résultats démontrent que le test embryon de bivalve recommandé depuis
1972 par Woelke et par plusieurs comités nationaux et internationaux (ICES/IOC,
1991 ; US EPA, 1991 ; FAO/UNEP/IOC, 1991) est trés sensible pour évaluer la
toxicité du sédiment entier (sédiment-contact). II permet de classer les trois

sédiments étudiés selon un gradient de toxicité potentielle : Calais >> St Nazaire >
Le Havre.

3.1.4. Activité AChE in vitro - Tableau 2.

Les effets inhiteurs des extraits aqueux sont observés dés la concentration
25g/l chez Callionymus lyra : 10,3% au Havre, 12,7% a St Nazaire et 41% a Calais.
lls atteignent respectivement 19%, 33% et 63% avec 100g/l.

Comme toutes les analyses in vitro ont été conduites avec les mémes
conditions de température, il est possible de classer les boues selon leur degré de
toxicité : Calais >> St Nazaire > Le Havre. On retrouve ici le méme gradient qu'avec
les bioessais embryons de bivalve.

3.1.5. Conclusion

Deux bioessais in vitro sont utilisables pour évaluer la toxicité potentielle de
rejets de boues de dragage : l'activité AChE et les tests sur le dévéloppement
embryonnaire de bivalve. Les réponses de ces deux tests montrent qu'il existe un

gradient de toxicité entre les sédiments des trois ports : Calais >> St Nazaire > Le
Havre .

Si 'on compare l'effet de ces boues en utilisant les poids secs (Tableau. 3),

les réponses sont encore accentuées puisque le degré hygrometrique du Havre est
inférieur a celui des autres sites.



3.2. |ndyicalteurs biochimiques_ d'exposition
3.2.1. Activité AChE in situ - Figures 3 et 4.

L'activité AChE étant influencée par la température du milieu ol vivent les
poissons, les résultats ne permettent pas de comparer les sites entre eux.

Cependant les mesures réalisées en baie de Seine montrent que l'inhibition
de I'AChE est supérieure dans les estuaires de la Seine et de I'Orne que sur la zone
de dépdt.

En estuaire de Gironde, les niveaux d'activité chez la sole (Solea solea)

mesurées sur quatre stations ne permettent pas-de suspecter un effet particulier de
cette zone.

Dans l'estuaire de la Loire, les activité de I'AChE du Callionyme et de la sole
scnt plus inhibées en aval de |la zonede dépdt qu'en amont. Cette variation d'activité
sugggeére la présence a cet endroit de molécules inhibitrices.

3.2.2.Activité EROD in situ - Figures 5 et6.

En baie de Seine,les résuitats indiquent comme pour I'AChE que la zone de
dépét influence moins I'activité EROD que l'estuaire de la seine lui méme, fortement
contaminé en PCB's (Galgani et a/, 1992).

En Gironde, les résultats obtenus ne permettent pas de discerner un impact
des sédiments immergés.

Prés de la Loire, les deux stations situées de part et d'autre de la zone de
dépdt montrent une induction de l'activité EROD supérieure a celle des stations
situées au nord de l'estuaire. Cependant, il est difficile de différencier I'action de la
zone de dépdt de celle de l'estuaire de la Loire ou existe une raffinerie de pétrole
qui peut rejeter des hydrocarbures (HPA).

Les activités EROD permettent d'établir un gradient de l'impact des zones de
dépédt : Loire-> Seine >> Gironde. |l est interessant de noter que comme pour
l'activité AChE in vitro et les tests embryons de bivalve, l'impact des boues de
dragage du port de St Nazaire est supérieur a celui du Havre.

3.2.3. Conclusion

Quelque soit le site, limpact des zones de dépbt sur les activités
enzymatiques est le méme en Baie de Seine et en estuaire de Gironde ; ceci peut
étre relié au fait que ces zones de rejet sont sous l'influence de courrants dispersifs
et les effets des zones de dépét s'ajoutent & ceux des apports par les riviéres.



o En Loire, il existe un impact de la zone de rejet sur l'inhibition de 'AChE alors
*/ que l'induction de 'EROD augmente sous linfluence de la Loire. ... -

3.3 Indices physiologiques
3.3.1. Le rappori. O/N - Tableau3 et 4,

In situ, les valeurs du rapport O/N mesurées a Argenton toutes supérieures a
54 indiquent un bon état général des animaux alors qu'a Antifer, les valeurs sont
toutes inférieures & 45,8, allant méme jusqu'a 29,3, ce qui indique un réel stress.

Au laboratoire, 'azote organique particulaire provenant des extraits aqueux

(50 et 100g/l) interfére avec la mesure de l'excrétion azotée et ne permet pas un

- calecul correct des rapports O/N. Cependant, les valeurs de respiration (O)
- augmentent en présence de concentrations croissantes de sédiment. . =

Une adaptation du protocole, en réalisant la. mesure d'excrétion (N) en eau
propre, une heure apres le contact, permettrait peut étre de mesurer une excrétion
azotée. Notons gue les concentrations testées (50 et 100g/l) sont trés supeérieures a
celles qu'il est possible de rencontrer dans le milieu naturel et, le rapport O/N
pourrait ne pas étre modifié a de plus faibles densités.

3.3.2. Les mouvements valvaires.

In situ, il n'a pas été possible de détecter une différence, si ce n'est une plus
grande variabilité des réponses individuelles a Antifer. Soit la qualité de I'eau n'est
pas trés différente pour les moules, soit les animaux auraient une capacité de
resistance a un stress différente selon les individus.

Au laboratoire,seulement la moitié d'un échantillon de huit individus montre
un impact . Pour les autres essais, les résultats montrent une variabilité individuelle
telle, gu'il est trés difficile de les interpréter. La figure 7 maontre que trois des quatre
individus qui ont répondu présentent un comportement valvaire anormal, indiquant
une baisse de la qualité du milieu : fermeture lente et progressive des valves puis

_relachement musculaire conduisant a un "baillement total”. Des expositions plus
longues (supérieures a 4h) permettraient peut étre d'obtenir des indications

intéressantes comme celles de Borcherding (1992), Kramer et a/ (1989) et Jenner et
al (1989).

3.3.3. Conclusion

Le protocole de la mesure des mouvements valvaires demande a étre encore
amélioré pour diminuer les variabilités individuelles, in situ et au laboratoire.

La mesure du rapport O/N in situ donne une bonne mesure de l'impact de la
qualité du milieu sur le métabolisme des moules entre les deux sites étudiés, alors
qu'en laboratoire, la mesure de l'excrétion est affectée par l'azote oganique des



, sedlments et ne permet pas, pour le moment, de proposer cet lndxce pour Ia
’ ‘survelllance in wtro d'un mlheu charge en matleres en suspensnon

4. CONCLUSION

Les indices physiologiques, chez la moule, sont prometteurs mais demandent
des améliorations de protocoles afin de diminuer les variations individuelles et
l'interférence in vitro de I'azote organique. Cependant la mesure, in situ, du rapport
OJ/N permet de différencier la qualité de I'eau de sites différents.

Les modlflcattons in situ, des activités enzymathues (EROD, AChE) chez les.
poissons, indiquent qu'ii existe une menace potentielle des contaminants relargués
par les boues de dragage sur la qualité générale de l'environnement. Cependant,
parallellement aux mesures des effets sur les zones de dépédt, il serait essentiel
d'effectuer des analyses spécifiques pour identifier les molécules responsables des

effets (par exemple : les pesticides organophosphorés et carbamatés pour
l'inhibition de I'AChE). - :

D'autre part, une augmentation du maillage des prélévements vers les zones
non impactées, permettrait d'avoir une meilleure image des secteurs sous influence
des dépdts et des apports des riviéres.

Les différentes études de recherche de bio-indicateurs ont permis de voir que
deux types de tests in vitro (développement embryonnaire de bivalve et activité
AChE) peuvent rendre compte de la toxicité potentielle des boues de dragage méme

s'il n'existe pas encore de possibilité d'extrapoler ces réponses pour évaluer
l'impact sur I'environnement.

Il est a noter que méme si eile nécessite des améliorations, la mesure, in situ,
de linduction de I'EROD est en accord avec les réponses des bioessais sur
I'embryogénése de l'huitre creuse et la mesure in vitro de l'inhibition de l'activité
AChE ; elles ont permis d'établir un gradient géograghique de toxicité :

Calais >> Saint Nazaire > Le Havre.
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TABLEAU 1 :;mesures des CIs0 des sédiments des trois sites étudiés

mesures : CI50 en mg/l de sédiments

Calais : toxicité intrinséque

* échandllon non filtré >100 >100
* échandllon filtré >100 >100
Calais : toxicité par relargage

* échandllon non filoé = : >100 >100 .
* gchandllon filoé >100 >100
Calais : toxicité aprés acidification

* échantillon non filoré >100

* échandllon filré >100

Le Havre : toxicité intrinséque

* échandllon non filaé >100 >100
* échantillon filoé >100 >100
Le Havre : toxicité par relargage

* échandllon non filgé >100 >100
* échandllon filtré >100 >100
Le Havre : toxicité aprés acidification

* échandllon non filuré >100

* échandllon filoé >100

Nantes : toxicité intrinséque

* échandllon non filtré >100 >100 -
* échandllon filoé >100 >100
Nantes : toxicité par relargage

* échantllon non filtré >100 >100

* échandllon filaé >100 >100

Nantes : toxicité aprés acidification _
* échandllon non filaé >100
* échandllon filtré >100
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exprimer l'activité enzymatique.



Embryotoxicité

Fertllisation et Embryotoxlcité % Spermiotoxlcité
100 100
%0 10
80 80
70 10
80 &0
&0 / %0
0 40
30 pit 30
# s
20 _paapn, _‘..m""w . 20 u’-lj '
v wons i s Aot g ag ua s o6 MORF
10 L ' 10 e
. T
. oottt
0 L St = g :
a0 ¢ 005 05 5 50 10 0,05 05 6 50
. ah - gh . gn
Sédiment-contact Sediment-contact Sédiment-contact
% e % :
Spermlotoxicite Embryotoxicite
100 100
Bloessal % % / ‘
embryons de hivalve 8 b0~ '
70 10
(Pourcentage d'anomalles) 60 0
$0 $0 I
10 40 i
e Calals 30 %0 /
St Nazal 20 20
wuasma St Nazalre .
10 . N PR P 10 N
| G Gees cqRE Ttoea g -
=< Le Havre 0 gt 0§ BN mmiane gy i £
"0 0.0 05 $ 50 10 0,0 0.5 5 £0
gt ol

FIGURE 2"
e
!

Extrait aqueux

Extralt aqueux




ids humide )
poids sec 0,05 L 0,5 5 50 100
Calais -
8t Nazaire 0,02 0,2 2 20 40
Le Havre 0,03 0,3 3 30 60

‘Correspondance entre *
poids sec et poids humide
de sédiment

TABLEAU 2 :

INHIBITION AChE (%)

(Extrait enzymatique de poisson)

EXTRAIT AQUEUX
all 25 100
sediment humide
Calais 41 63
St Nazaire , 12,7 33
Le Havre - 10,3 19
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FIGURE\: . .
: Mesures d'activité AChE sur le callionyme (Callionynnus lyra) en estuaire de
Loire (Mai 1993) et Baie de Seine (Septembre 1993).
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FIGURE\X: Mesures d'actiVité AChE en estuaire de
Loire (Mai 1993) et Baie de Seine (Septembre 1993).
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FIGURE & : Mesures d'activités enzymatiques EROD associ€es aux protéines dissoutes sur
des Callionymes (Callionvmus Iyra) péchés en Baie de Seine (Septembre 1993), dans I'estuaire
de la Loire (Mai 1993) et en Gironde.(Octobre 1993).
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iConcentration d'czote ammoniacatl

- Respiration Rapport O/N
N Stte (Mg d'oxygene/ 16} (uata/i/14) -
Argenton 0.0284 0.1936 128.6
0.0170 0.2021 73.6
0.0159 0.1764 78.86
0.001 0.1166 68.35
0.0170 i 0.1324 112.43
0.0148 0.23466 £4.73
0.0148 0.1293 100.21
0.0057 0.0736 ) 67.85
! 0.0136 i 0.2207 ' £4.14
Movenne | 0.0151 ! 0.1646 ] 82.03
| . | |
Antifer | 0.0182 ! 0.1193 i 133.5
| 0.0182 | 0.1893 : 84.25
| 0.0021 ! 0.0814 i 97.89
| 0.0091 i 0.1528 1 £2.17
i 0.0102 i 0.1957 . 45.86
| 0.0171 J 0.2178 68.95
| 0.0080 i 0.1200 ! 58.82
i 0.0046 } 0.1385 ; 29.23
! 0.0284 ! 0.2943 i 84.62
Movenne 1 0.0137 ) 0.1677 1 72.81

TABLEAU \% . Résultat des mesures du rapport O/N réalisées in situ.

W

Cconcentration

Consommation a‘'oxygene

Excretion ammoniacale

Rapoort O/N

sedaimentaire (grl) ppm pemM/16 (natg/l) | (uatg/i/14) (maxima)
0 0.2534 0.0158 >50 > 3.57 70.98
0.1705 0.0107 >50 >3.57 47.75
0.1250 0.0078 >50 - >3.857 35.00
. 0.0716 0.045 >50 >3.57 20.05

X X >50 >3.57 -

0.2341 0.0146 >50 >3.57 65.57
Moyenne 0.1709 0.0107 >350 >3.57 47.87
100 0.1023. 0.0064 >50 >3.57 28.65
0.1364 0.008% >S50 >3.57 28.20
0.1386 0.0087 >50 >3.57 38.82
Moyenne 0.1258 0.0079 >50 >3.57 35.22

\ . .
TABLEAU ‘\I Résultats des mesures du rapport O/N en présence de sédiment

/
N
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ANNEXE 1



;Direction de I'Environnement et
-/ del'Aménagement Littoral

DEL/CA/DP 93-18 . | Issy les Moulineaux lc 06/04/93

ETUDE DE L'ECOTOXICITE DES SEDIMENTS DRAGUES

I1-OBJET DE L'ETUDE

Sur la base de campagnes pluriannuclles de mesure de teneurs en métaux ct composés
organochlorés (PCB) le Groupe d'Etude Opération de Dragage et Environnement a proposé des
normes provisoires correspondant au bruit de fond et aux niveaux 1 et 2 définis par la
Convention d'Oslo. Ces normes ne tiennent pas compte du caractére toxique de chaque
élément et il a ét€ convenu que celles correspondant au niveau 2 seraient revues en fonction de
données toxicologiques nouvelles (version GEODE du 8.10.1992). De plus, la Convention
d'Oslo recommande aux autorités compétentes de procéder a une évaluation de la nocivité des
sédiments immergés et a I'étude de leur impact sur le milieu.

La présente étude a pour objectif de :

+ Déterminer la toxicité intrinséque des sédiments dragués a partir de tests de
laboratoires sublétaux,

- Evaluer in situ l'impact des immersions sur la faune des principales zones de dépét
des sédiments dragués.

Ces objectifs correspondent au plan de travail que s'était fixé GEODE lors de sa création ; ils
devraient permecttre de sélectionner les méthodes de laboratoire et de terrain les mieux
appropriés a I'évaluation écotoxicologique des sédiments.

- II-PROGRAMME D'ETUDE . B

1) Toxicité intrinséque

La toxicité intrinséque sera évaluée sur 3 échantillons de sédiments prélevés lors dc
campagnes annuelles de mesure a : '

CALAIS

Responsable du prélévement : M. Frangois VICTOR

Port Autonome de Dunkerque

Terre Plein Guillain

B.P. 6534 ' TéL. : 282970 70
59386 DUNKERQUE CEDEX 1 Fax : 282971 06



ESTUAIRE DE SEINE

- Responsable du prélévement : M. NADAUT.
Port Autonome du Havre :

Terre Plein de 1a Barre Tél. : 3521 74 00

B.P. 1413 — 76 067 LE HAVRE CEDEX Fax :3521 7429
ESTUAIRE DE L.OIRE

Responsable du prélevement : M. B. GALLENNE

Port Autonome Nantes St Nazaire ,

18, Quai Emest Renaud TéEl. : 40 44 20 99
44 031 NANTES CEDEX Fax:4044 21381

Seront utilisés quatre tests sublétaux de laboratoire :

a.

Essais sur protozoaires

= Inhibition de la croissance de Colpidium campylum
Université de Rouen (Pr JOUANY)

Mesures sur phvtoplancton

* Mesure de l'influence sur l'activité estérasique de microalgues marines
IFREMER Nantes (F. GALGANTI)

. Bio—essais sur bivalves et/ou oursins

IFREMER Brest, Arcachon (E. QUINIOU -~ E. HIS)

* La fécondation et le développement embryonnaire sont choisis en raison dc leur grande
grande sensibilité a la qualité du milieu. Ces types de tests sont réalisés et recommandés
depuis le début des années 1970.

* Trois types de tests sont possibles : -
— La fécondation est réalisée directement dans le milieu a tester ct le taux dc larves
" normales est comparé au témoin (24 a 48 h pour les bivalves, 48 2 72 h pour les
oursins).
— Le sperme est mis en contact avec le milieu 10 mn et on mesurc sa capacité a
féconder les ovocytes en eau propre, observation a fécondation + 1 h (spermiotoxicité).
Un effet sur la qualité des descendants peut étre observé en fin de test (génotoxicité).
— La fécondation est réalisée en eau de référence, puis les jeuncs embryons (10') sont
introduits dans les milieux, le taux de larves normales est mesuré (embryotoxicité). .

* Quantité de sédiments nécessaire : 500 g par site en pot de 100 g x 2 pour replicat

o



’

d. Indice du scopec for srowth sur des bivalves adultes

" IFREMER Brest (M. BLANCHARD)

* Indice O/N :
Mecsure de la consommation d'oxygéne (oxymeétre) et de l'excrétion par dosage
colorimétrique de I'ammoniac (INH4) chez les bivalves adultes (moules) mis en présence
de boue ou extrait aqueux de boue (1 h de mesure). Un individu par bac d'un litre.
Comparaison du rapport O/N avec témoin pour chaque site et chaque concentration.

* Moulometre
Mesure en laboratoire d'un stress engendré par la "qualité” de l'eau ou baignent lcs
moules. ' '

30 litres d'eau par lot de 8 individus dans un bac clos avec agitation.
Le stress est mesuré par la modification (augmentation) du rythme des mouvements
valvaires des bivalves en comparaison a celui des témoins. «

* Quantité de sédiment nécessaire : 20 kg par site en pot de 1 kg (10 kg par indice).

2) Suivi des zones a dépot

* Objectif : déterminer l'impact biologique, au niveau sublétal, dans les zones de dépot
par référence avec des zones non exposées.

* Nature du suivi

a. Indicateurs biochimiques d'exposition

Mesure de l'acéthylcholinestérase AChE et des fonctions oxydase mixtes (EROD) sur
des poissons (limande, dragonnet) péchés sur la zone de dépdt et a proximité.

. Sites concemés : Calais — Baie de Seine — Estuaire de Loire — Estuaire de Gironde

. Une campagne printemps 1993.

b. Bilan énergétique

. Immersion de lots de moules adultes dans des cages durant 2 a 3 mois. Un site propre
sert de référence (Argenton).

. En fin de la péniode, transport des échantillons sur Brest et mesures en laboratoire :
nutrition, excrétion, égestion, taux d'assimilation, respiration...

. Sites concemnés : Baie de Seine

3) Remise du rapport

15 Octobre 1993



/11 - COUT DE L'ETUDE

1) Toxicité intrinséque : ,

non compris frais de prélévement a la charge des Ports Autonomes concemés
— Frais d'analyse et mISSION @ .oicocciveiiriiincr e : 60 KF HT
= Personnel 1 e 20 KF HT

2) Suivi des zones de dépét
bilan énergétique (frais d'analysc) ,
non compris frais de prélévements a la charge du Port Autonome concemé

— Frais d'analyse et miSSion @ .....ccccvviinvmieiiriinncieiciiennen. 60 KF HT
— Personnel @ 20 KF HT
TOTAL e - 200 KFHT



ANNE XE

TOXICITE INTRINSEQUE Protocole experlmental

1) Prélevements

Lors du dragage, prélever un volume homogéne de sédiment et le répartir de la maniére

suivante :
» Test Colpidium — Université de Rouen 5 pots de 100 g (environ)
» Phytoplancton — IFREMER Nantes , Spotsde 100 g
» Bio—essais Bivalves — IFREMER Arcachon 10 pots de 100 g
» Scope par Growth — IFREMER Brest . 20potsde 1kg

2) Stockage

Deés que possible aprés le prélévement les échantillons seront stockés en chambre froide
ou au réfrigérateur, a 1'abri de l'air et de la lumiére.

L'expédition au laboratoire pratiquant les tests devra s'effectuer le plus rapidement
possible afin d'utiliser un sédiment ayant moins de 20 jours de stockage.

3) Bio—essais
* Pour chaque site seront testés :

— Le sédiment (sédiment tel quel)
— Un extrait aqueux du sédiment

* Dans chaque cas/unc gamme de 5 3 6 concentrations sera étudiée :
0-0,05-0,5-50g/1
+ 100 g/1 si a 50 g/l aucun effet n'est détecté
"Poids de sédiment humide par litre d'eau de mer référence”.

4) Préparation des solutions A tester
* Sédiment tel quel
— Les quantités de sédiment nécessaires pour réaliser la gamme précitéc sont dcposccs
dans les récipients expérimentaux contenant l'cau de référence.

Ceux~ci sont agités une fois pour homogénéiser les milieux.

— Apres redéposition du sédiment les bio—essais sont réalisés sans agitation ultérieurc.



o - - = L'effet observablc scra alors du au contact des organismes avcce le 5cd1mcnt ct/ou au -
' " rclargage naturcl des "contaminants” dans la solution testée. : :

* Extrait aqucux

— Une solution mére de 50 ou 100 g de sédiment humide pour 1 | d'eau référence sera
réalisé et mise en agitation magnétique pendant 12 h (par exemple pendant la nuit de
17hash).

— Aprés décantation de 3 h, le surmageant non filtré sera prélevé et utilisé tel quel ou
dilué pour réaliser les différentes concentrations a tester.

— Ici c'est la partie des "contaminants” passée en phase dissoute qui sera responsable de
I'éventuelle toxicité mesurée. . '

5) Résultats

Les résultats seront exprimés en €quivaiant poids sec ; une courbe "efict—~dosc" pourra étre
tracée permettant une comparaison de la toxicité des boues provenant de sites différents.

6) Période pour prélévements et tests

* Les prélévements pourront étre réalisés entre fin mai ct début juin 3 Calais, Baic de
Seinc et en Loire.

* Les expéricnces pouvant se dérouler début juin ou mi juin.

7) Responsable du programme

Frangoise QUINIOU

Centre IFREMER de BREST _
B.P.70 Tél. : 98 22 44 67
29280 PLOUZANE Fax :98 22 45 48

8) Destinataires des prélévements
- Sédiments prélevés a Calais — Estuaire de Seine = Estuaire de loire

1) Université de Rouen
Echantillons a adresser en S pots de 100 g par site a:

Melle Anne LEDU - S/c Professeur J.JM. JOUANY

UER de Médecin et Pharmacie de Rouen

Laboratoire de toxicologie

B.P. 97 Tél.: 35654771
76800 ST ETIENNE DU ROUVRAY



' 2) IFREMER NANTES Phytoplancton .
Sédiments 2 adresseren 5 pots de 100 ¢ par site a2

M. Thierry BURGEOT
- Centre IFREMER de Nantcs

B.P. 1049 Tél. : 4037 40 51
44037 NANTES CEDEX 01 Fax:30374073

3) IFREMER ARCACHON - Bioessais bivalves
" Sédiments a adresseren 10 pots de 100 ¢ 2 :

M. Edouard HIS

IFREMER ,
Quai du Commandant Sithouette Tél.: 56 83 8560
33120 ARCACHON Fax : 56 83 89 90

4) IFREMER BREST -~ Scope for growth
Echantillons a adresser a raison de 20 pots de 1 kg par site a:

M. Michel BLANCHARD
Centre IFREMER dc Brest

B.P.70 TéEL : 98 22 43 36
29280 PLOUZANE Fax : 98 22 45 48



ANNEXE 2



'ETUDE DE L'ECOTOXICITE DES SEDIMENTS DRAGUES

GEODE
Thierry BURGEOT Gilles BOCQUENE Louis GIBOIRE
DEL/EX IFREMER NANTES

1. MESURE DE L'INFLUENCE DU SEDIMENT SUR L'ACTIVITE ESTERASIQUE
DE CYANOBACTERIE
Test FDA :

L'impact des sédiments dragués sur le métabolisme cellulaire de cyanobactéries
(Calothrix PCC 7601) a été évalué par mesure de 1' activité estérasique. Cette activité,
étroitement liée a 1'état physiologique et métabolique de l'organisme, peut étre suivie par
fluorimétrie en utilisant la fluoresceine diacétate(FDA) comme substrat de réaction. La
fluoresceine diacétate, molécule apolaire et non fluorescente, est hydrolysée a l'intérieur des
cellules par l'activité estérase. Le produit formé par hydrolyse est la fluoresceine. Ce composé
de dégradation est fluorescent et polaire. La mesure de 1'apparition de la fluoresceine dans des
microplaques, olt se trouvent du sédiment et les Calothrix, permet de caractériser l'activité
estérasique. Cette activité enzymatique représente ainsi un outil d'évaluation de l'activité
métabolique des cyanobactéries (Calothrix) exposées a des s€édiments.

1.1. Matériel et Méthode
1.1.1. Préparation des solutions a tester

*Extrait aqueux

Une solution meére de 100g de sédiment humide pour 11 d'eau de mer stérile est
placée sous agitation pendant 12 heures. Aprés décantation de 3 heures, le surnageant non
filtré est prélevé et utilisé pour réaliser les différentes concentrations a tester. C'est la partie
des contaminants passés en phase dissoute qui est responsable de I'éventuelle toxicité. Une
gamme de 6 concentrations est préparée : 0-0.05-0.5-5-50 et 100 g de sédiment humide par
litre d'eau de mer stérile.
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1.1.2. Cellules

Calothrix PCC 7601 provenant de la collection pasteur,cultivée dans le milieu BG
11. ‘ :

1.1.3. Marquage cellulaire

310 pl de culture cellulaire (Calorhrix) sont répartis dans chaque puits d'une
microplaque de microtitration (microplaque 96 puits sans propyléne transparent). 10 pl de
fluoresceine diacétate (FDA, Sigma Chemical Company) 2 0.333 mg/ml dans l'acétone, sont -
ajoutés par puits. La réaction se déroule pendant 40 min. '

1.1.4. Lecture du marquage cellulaire

L'accumulation cellulaire de fluoresceine, produit de 1'activité estérase des algues, est
mesurée pendant les vingt derniéres minutes de réaction a l'aide d'un lecteur de microplaque

en fluorescence (Fluoroskan II) avec un filtre d'exci;ation A 485 nm et un filtre d'émission 2 .
540 nm.

1.1.5. Action des sédiments dragués sur la fluorescence de la résorufine

Les sédiments ont été dilués dans de 1'eau de mer et placés sous agitation pendant 12
heures. L'action des sédiments sur la fluorescence de la résorufine (2 uM) a été mesurée avant
et apres décantation (3 h de décantation.).

1.2. Résultats et Discussions

La mesure de l'activité estérasique non spécifique des cyanobactéries (Calothrix) &
été réalisée en pésence de sédiments collectés sur les sites de Calais, 1'Estuaire de la Loire et
le Havre. Nous avons démontré que les sédiments ont une action d'inhibition sur la
fluorescence d'un composé, tel que la fluorescéine, en l'absence de sédiment. La résorufine
autre composé fluorescent a été choisi pour démontrer que des concentrations croissantes de
sédiment ont une action d'inhibition de la fluorescence.(Fig. 1a et 1b).

Afin de s'affranchir de l'action des sédiments sur la fluorescence de la fluoresceine
nous avons mesuré l'effet de particules de sédiment restant dans la phase aqueuse, c'est a dire
dans le surnageant non filtré aprés décantation de 3 heures. Dans ces conditions, seules les
particules présentes dans la phase dissoute peuvent exercer un effet toxique sur les Calothrix.

L'effet toxique des concentrations croissantes de sédiment ne peut €tre observé sur le
site de Calais car il n'y a aucune différence entre le t¢émoin et la gamme.de concentration de
sédiment. Pour les stations du Havre et de I’ Estuaire de la Loire, l'activité estérasique (en
UF : Unité de fluorescence) des puits contenant du sédiment est inférieure au temoin (Fig. 2).
Cependant 1la gamme de concentration testée ne permet pas de conclure un effet significatif
des sédiments sur l'activité estérasique de Calorhrix.



2. INDICATEURS BIOCHIMIQUES D'EXPOSITION

Un indicateur biochimique peut étre défini comme une réponse biochimique ou
cellulaire provoquée par un stress chimique sur un organisme marin. La mesure d'un
indicateur biochimique au niveau de la cellule permet d'accéder & une réponse rapide de
l'organisme exposé 4 des polluants présents dans le sédiment. L'avantage principal d'un
indicateur biochimique est de montrer qu'un organisme est exposé ou non a des niveaux de
contamination qui dépassent ses capacités normales de détoxification. L'objectif de ce suivi
est de déterminer l'impact biologique des sédiments dans les zones de dépot par référence
avec des zones non exposées. La mesure des indicateurs biochimiques EROD
(Ethoxyrésorufine -O- déethylase) et AChE (Acéthylcholinestérase) a €té réalis€ sur les sites
de la Baie de Seine, l'estuaire de la Loire et l'estuaire de la Gironde. Le site de Calais n'a pas
été échantillonné car nous n'avons pas trouvé de bateaux équipés pour le chalutage en Octobre
et les mauvaises conditions météo, rencontrées 2 cette période, n'ont pas permis de faire les
prélevements avec le Gwen-Drez (navire océanographique de 'TFREMER).

2.1. Choix des indicateurs
2.1.1. Mesure des fonctions oxydases mixtes (EROD)

L'EROD est une enzyme impliquée dans le métabolisme de détoxification des
hydrocarbures polyaromatiques et des polychlorobiphényls. Ce syste¢me permet a 'organisme
d'éliminer ce type de molécule. L'intéret d'utiliser cette enzyme comme bioindicateur
(indicateur biochimique) est qu'elle est activée par les polluants qui pénétrent dans
I'organisme. Plus la concentration des polluants est élevée, plus l'activité enzymatique EROD
est élevée. Le principe d'analyse est basé sur la mesure de l'activité EROD dans des foies de
poissons utilisés comme témoins de la santé de leur environnement. Le choix de l'organisme
témoin doit intégrer trois critéres : une large répartition dans le site €tudié, une certaine
sédentarité et représentativité de 1'écosystdme cdtier. La sole (Solea solea) la limande
(Limanda limanda) et le Callionyme (Callionymus lyra) sont les especes étudlées car elles
répondent le mieux aux criteres de surveillance sur les sites concernés.

2.1.2. Activité AChE -

L'acétylcholinestérase est une enzyme essentielle A la transmission correcte de 1'influx
nerveux. Cette fonction en fait la cible directe des insecticides organophosphorés (OP) et
organocarbanates (C) qui agissent en inhibant l'enzyme. L'affinit€ de ces composé€s pour
I'AChE est telle que les concentrations en OP et C induisant une inhibition de 50% de
I'activité AChE atteignent 10-1© M (0.01ug/1). L'étude de l'activité AChE permet la mise en
évidence de variations de l'activité liées 2 la présence d'inhibiteurs dans le milieu.

v Deux types d'étude ont €té engagés dans le suivi des effets de relargage de boues de
dragage :

- l'analyse de l'activité AChE a été entreprise sur le muscle de poissons capturés sur
ou A proximité des sites de relargage. Les mesures en niveau d'activité ont ét€ comparées aux
activités de la méme espece sur une zone distincte du site de rejet,
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- aprés incubation de différentes dilutions de l'extrait aqueux obtenu A partir du
sédiment (boue) avec deux extraits enzymatiques de poissons. (qui contiennent I'AChE), des

mesures d'activité ont permis la recherche d'éventuels effets inhibiteurs de contaminants -~

passés en phase dissoute.

Les mesures ont été réalisées sur deux especes benthiques selon leur disponibilité sur
zones : la sole (Solea solea) sur les zones Gironde et estuaire de Loire et le callionyme
(Callionymus lyra) sur les zones estuaire de Loire et Baie de Seine.

2.2. Matériel et Méthode

2.2.1. Stratégie d’'échantillonnage

Dix poissons sont péchés par chalutage de 30 minutes sur chaque station. Chaque
individu est mesuré et sexé. Le foie est extrait, lavé dans un premier tampon (TRIS 0.1M,
PH7.8 ; NaCL 0.1 M) et conservé dans 1'azote liquide.

2.2.2. Préparation des extraits

Les foies sont broyés dans un tampon d'extraction (TRIS 50mM, PH7.4; KCL
150 mM; EDTA ImM et glycérol 20 °/° vol) 4 4°C dans des Potters-Elvehjem et centrifugés

d 9000g pendant 15 minutes & 4°C. Le surnageant est utilis€ pour la mesure d'activité
enzymatique.

Les muscles sont broyés dans un tampon TRIS 0.1 M pH 7.8 et centrifugés a3 10 000g

pendant 30 minutes. Le surnageant est directement utilis€ pour la mesure de l'activité
cholinestérasique.

2.2.3. Analyse de l'activité EROD

L'analyse est réalisée sur des microplaques contenant 96 puits. Dans chacun des puits
sont déposés 200ul de tampon (TRIS 0.1M; PO4 0.1M; PHS8) 10uL de Ethoxyrésorufine
2uM, 10ul d'extraitet 10uL de NADPH. L'activité est déterminée par cinétique enzymatique
température ambiante pendant 10 minutes avec un fluorimétre (fluoroskan II) aux longueurs
d'ondes d'exitation de 544 nm et d'émission de 584 nm. Les résultats sont exprimés en pmol
min-1 mg protéines -1.

2.2.4, Mesure de l'activité AChE

La méthode d'Ellman (1961) modifiée pour une utilisation de syst€¢mes microplaques
est appliquée 2 la mesure de l'activité AChE. La lecture est donnée a 405 nm par I'hydrolyse
de l'acétylthiocholine par l'acétylcholinestérase développant une coloration jaune en présence
de DTNB. Cette mesure est obtenue a chaque poisson capturé sur les différents sites.

Dans le cas des études des effets des extraits aqueux issus des boues relargués,
différentes dilutions de ces extraits sont mis en incubation pendant 4 heures A température
ambiante (22°C) avec des extraits de muscle de callionymes et de sole 3 , respectivement, 1.8
et 1.3 mg de protéine par ml d'extrait. La mesure de l'activité est alors lancée et la cinétique
est suivie pendant 60 minutes.



2.2.5. Analyse des protéines

Les protéines sont mesurées dans le surnageant suivant la méhode de Bradford .
(1976), en utilisant du sérum albumine de boeuf comme standard. Les mesures sont réalisées
sur microplaques avec un spectrophotometre 2 595nm et exprimées en mg mi-1.

2.3. Résultats et Discussion
2.3.1. Mesures d'EROD in situ

Les résultats obtenus par mesure de I'EROD, sur les trois sites échantillonnés,
donnent une indication ponctuelle sur l'état de santé des poissons vivant dans ces zones.
L'objectif est de comparer la réponse biochimique de poissons vivants directement en contact
avec des sédiments dragués et des poissons vivants en dehors de la zone de dépbt des
sédiments dragués. L'indicateur biochimique (EROD) est le parametre étudié pour
caractériser la réponse enzymatique des espéces témoins vivants en contact avec des
sédiments susceptibles d'étres contaminés par des hydrocarbures. L'EROD est une enzyme
spécifique de la métabolisation des hydrocarbures polyaromatiques (PAH) et des
polychlorobiphényls (PCB). Son activitée sera donc particuliérement induite par ces polluants
s'ils sont présents 2 des concentrations €levées. Les mesures enregistrées, méme au sein de
I'espece Callionymus Iyra, n'autorisent pas de comparaisons entre les sites car les échantillons
n'ont pas été prélevés dans la méme période de temps. Seules les individus d'une méme
espece péchés sur le méme site, le méme jour, peuvent &tres comparés. L'interprétation des
mesures d'EROD sur les stations d'un méme site est basée sur la comparaison des différences
d'activité enzymatique pour la méme espéce. Une différence significative entre deux stations
permet de suspecter l'effet biologique des polluants PAH ou PCB.

* LE HAVRE

. La Limande

La station située sur la zone de dépdt indique une activité EROD inférieure 2 la
station située dans l'axe de l'estuaire. Les Limandes vivant sur la zone de dépot semblent donc
moins influencées par les polluants que celles vivant dans la zone subestuarienne.(Fig. 3).

. Le Callionyme
Les mesures effectuées sur le Callionyme montrent comme pour la Limande que les

poissons vivant sur la zone de dép6t ne sont pas plus exposé€s que ceux vivant dans la zone
subestuarienne (Fig. 4).

* ESTUAIRE DE LA LOIRE

. La Sole

La station la plus proche de Saint Nazaire, située en limite de la zone de dépdt
montre une induction de l'activité EROD supérieure 2 la station située un peu plus au large.
L'abscence de soles sur des stations situées en dehors de la zone de dépdt directement
influencée par les apports de la Loire ne permet aucune comparaison avec des soles a priori
moins exposées (Fif. 5). Il n'est pas possible de préciser A partir de ces seules mesures si
I'induction de l'activit¢ EROD est diie aux polluants dans le sédiment dragué ou aux polluants
apportés par la Loire. Cependant des mesures réalisées en juin 1992 confirment une induction

de I'EROD plus élevée sur la zone de dépdt que les stations plus amont, dans l'estuaire
(données non publiées).



. Le Callionyme

Les deux stations situées de part et d'autre des limites de la zone de dépot montrent .
une induction de l'activité EROD supérieure aux stations situées au nord de l'estuaire. Les
callionymes vivant sur la zone de dépdt située dans l'estuaire de la Loire semblent plus
influencés par l'effet des polluants que les callionymes vivant en dehors de 1'estuaire (Fig. 4).
Il est cependant difficile de discemer dans ce cas si les responsables de l'augmentation de
l'activité EROD sont les sédiments ol les polluants apportés par la Loire.

* ESTUAIRE DE LA GIRONDE

. La Sole

Si les stations situées au nord de la zone de dépdt montrent une activitée EROD
inférieure 2 celle située dans la zone de dépdt il ne peut étre conclu A partir de ces seules
mesures que les sédiments dragués sont les responsables de I'augmentation de l'activité EROD
(Fig. 5). La station au sud montre une induction de l'activité EROD supérieure 2 celle
enregistrée sur la zone de dépdt ce qui tend A signifier que les poissons vivant dans le secteur
le plus proche de l'estuaire sont plus exposés que ceux vivant légérement plus au large. Il
serait judicieux de prélever des poissons sur des stations plus éloignées de la zone de dépdt en

allant plus au large (les conditions météo n'ont pas permis de réaliser de chalutage plus au
large).

. Le Callionyme

Les mesures. effectuées sur les Callionymes présents sur deux des quatre stations
échantillonnées, ne permettent pas de discerner un quelconque impact des sédiments dragués
(Fig. 4). Les mesures d'activités EROD sont pratiquement identiques sur les deux stations.

2.3.2. Mesurede l'Activité AChE

Les résultats sont donnés par les figures 6 et 7.

Les activités AChE des poissons prélevés a des saisons différentes ne sont pas
comparables entre elles. En effet les paramétres tels que la température du milieu influent
considérablement sur les niveaux d'activité. Les prélévements sur une méme zone doivent étre
simultanés et la température de 1'eau de mer contrdlée. -

* BAIE DE SEINE

La mesure des activités AChE de callionymes capturés dans la Baie de Seine met en
évidence des activités sensiblement plus faibles sur les stations situées dans l'estuaire méme
de la Seine ainsi que dans l'estuaire de 1'Orne (respectivement 640 et 636 U). En revanche les
animaux capturés sur la zone de rejets montrent des activités supérieures aux deux stations
précédentes (712 U). Aucun effet inhibiteur n'est évident sur cette zone.
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* ESTUAIRE DE LOIRE :

En estuaire de Loire, les callionymes péchés sur la zone de relargage des boues
montrent des activités significativement plus faibles (1345 + 74 U) que les animaux capturés
plus en amont dans la zone estuarienne (1679 +109 U). Ces résultats sont confirmés par les

mesures réalisées sur les soles et qui montrent le méme profil (respectivement 996 + 34 et
1453 + 51).

En l'absence de mesures chimiques confirmant la présence d'organophosphorés et de
carbamates sur cette zone il est difficile de conclure & une inhibition liée spécifiquement 2 ces

molécules, néanmoins la variation d'activité est manifeste et suggere la présence sur cette
zone de molécules inhibitrices.

* ESTUAIRE DE GIRONDE

En estuaire de Gironde, les soles prélevées sur la zone de rejets présentent des
activités semblables en niveau aux autres stations de cet estuaire (1515, 1490 et. 1546 U). Une
quatri®me station située au nord ouest de la zone de dépot montre des activités plus faibles
(1207 + 51). Ces résultats ne permettent pas de suspecter un eftet particulier sur cette zone.

2.3.3. Effets d'extraits aqueux sur l'activité AChE in vitro

Les résultats donnés par les histogrammes de la figure 8 regroupent les effets des

incubations de diftérentes dilutions d'extraits aqueux obtenus a partir des boues rejetées (100g
de boue par litre d'eau de mer stérile).

Si les effets inhibiteurs sont sensibles dés la dilution de cet extrait au 1/4 pour les
prélevements du Havre et de St Nazaire (on constate une inhibition de, respectivement, 10.3%
et 12.7% par rapport aux activités AChE de callionymes témoins), les effets inhibiteurs de
I'extrait de Calais sont significativement plus forts et atteignent 41% pour la méme dilution.
Les extraits purs (100g de boue par lire) montrent les effets les plus foris avec 19%
d'inhibition au Havre, 33.3% 2 St Nazaire et 63% 2 Calais. Les m&mes essais réalis€s sur des
extraits enzymatiques de sole révelent des effets inhibiteurs plus faibles dus 4 la moins grande
sensibilité de cette espece (13,8% au Havre et 25% 2 St Nazaire avec les extraits concentrés a
100¢g/1). Les essais sur cette espece n'ont pas €t€ effectués avec les extraits de Calais.

Dans les trois cas les effets sur les niveaux d'activité de l'acétylcholinestérase sont
manifestes mais les effets les plus forts sont observés avec l'extrait de Calais. Pour les mémes
raisons que celles évoquées précédemment (absence de données chimiques sur les insecticides
organophosphorés et carbamates dans la couche sédimentaire de ces zones) il est impossibles
d'affirmer que ces effets sont exclusivement li€s A ces produits mais l'expérience acquise au
laboratoire sur les causes des inhibitions des cholinestérases permet de conclure A un effet
global de la contamination de lextrait préparé 2 partir de 100g /1. Ces informations
concernant un effet inhibiteur marqué mais obtenu in vitrro ne permettent pas de prédire un
effet semblable dans le milieu, l'effet de dilution de la masse d'eau est probablement tres
supérieur & 100¢g/1 en mer, cette concentration parait peu probable dans le milieu.
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FIGURE 1 : la-Action des sédiments décantés (extrait de sédiment aqueux ) sur la
fluorescence de la résorufine. 1b-Action des sédiments avant décantation sur la fluorescence de
la résorufine. UF : Unité de Fluorescence permettant de caractériser l'actvité enzymatique.
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FIGURE 2 : Mesure de l'activité estérasique de cyanobactéries (Calothrix) en présence de
concentrations croissantes de sédiment décanté (extrait sédiment aqueux) pour les sites de.
ST-NAZAIRE, LE HAVRE et CALAIS. UF (unité de fluorescence) est l'unité choisie pour
exprimer l'activité enzymatique.
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Protelnes H = 10 mg/ml
: (mean * SD)

EROD l = 10 pmol.mirrimg-1
(meon = SD)

FIGURE 3 : Mesures d'activités enzymatiques EROD associées aux protéines dissoutes sur
des Limandes (Limanda limanda) péchées en Baie de Seine en Septembre 1993.



'CALLIONYMUS LYRA

Proteines = 10 mg/ml
‘ (mean x SD)

(mecn x SD)

ERQOD I = 10 pmol.mirimg~1

FIGURE 4 : Mesures d'activités enzymatiques EROD associées aux protéines dissoutes sur
des Callionymes (Callionymus lyra) péchés en Baie de Seine (Septembre 1993), dans l'estuaire
de la Loire (Mai 1993) et en Gironde.(Octobre 1993).
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FIGURE 5 : Mesures d'activités enzymatiques ERQD issomees aux pro I _
(Solea solea) péchées dans I'estuaire de la Loire (Mail993)et en Gironde(Octobre 1999),



CALLIONYMUS LYRA

ACHhE = 1000 U.mgP:"
{mean £ SD)

FIGURE 6 : Mesures d'activité AChE sur le callionyme (Callionymus lyra) en estuaire de
Loire (Mai 1993) et Baie de Seine (Septembre 1993).
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. INTRODUCTION

Les travaux présentés dans ce rapport s’inscrivent dans le programme GEODE supervisé
par 'IFREMER et relaif aux sédiments dragués. Des analyses chimiques de nombreux
échantillons de sédiments ont permis de définir un classement des sédiments dragués sur la base
de leurs teneurs en métaux et en PCB, mais pas ou peu de données toxicologiques existent. Il a
donc été décidé de mesurer la toxicité des sédiments de classe 2 par la voie de plusieurs bioessais
afin d’appréhender le risque toxique potentiel de ces sédiments.

Pour sa part, le Laboratoire de Toxicologie de Rouen a mesuré la toxicité des sédiments

dragués dans les ports de Calais, du Havre et de Nantes par un bioessai protozoaire mis au point
dans ce méme laboratoire.



MATERIELS ET METHODES

1) Le bioessai protozoaire

Le protocole défini par I'TFREMER préconisait d’udliser le test protozoaire Colpidiumn
campylwm mis au point Dive & coll., (1991). Cet organisme est un protozoaire cili€¢ d’eau douce,
le test ne peut éue effectué que sur de 1’eau douce reconstituée ou de 1’eau déminéralisée, de
I’eau distillée etc ... Par conséquent, nous avons utilis€ le test protozoaire Pseudocohnilembus
marinus mis au point par Le Dl & coll,, (1991). 1l s’agit d’un petit cilié marin, isolé sur la cote
de Virginie (Thompson, 1966).

Le principe de ce test protozoaire marin repose sur la mesure d’inhibition de croissance
d’une population connue de ciliés, sous 1'effet de toxiques. La population de chaque essai est
déterminée par comptage automatique grice a.un compteur électronique de particules de type
Coulter counter. Le pourcentage de croissance des essais par rapport aux témoins est défini, on
calcule alors 1a CI50, c’est-a-dire la concentration qui inhibe 50% de croissance des essais par
rapport aux témoins. Les parameéwes sde croissance ornt €té calculés par un programme
informatique mis au point 2 I'INSERM U146 de Villeneuve d’Ascq, la CI50 est déterminée en
wagant, sur papier log-probit, la droite des moindres carrés qui lie les concentrations de milieu
toxique testées aux pourcentages d’inhibition de croissance observés.

Le protocole de test est schématisé a la figure 1. Le milieu utilisé pour la souche de
collection, les précultures, les témoins et la diludon des toxiques est le milieu Grasshoff
(Grasshoff mentionné par Aminot & Chassepied, 1983). Sa composition est : solution A, en mg/1
- NaCl : 23900 ; Na2S04 : 4000 ; KCI1 : 700 ; NaHCO3 : 200 ; KBr : 100 ; H3BO3 : 30 ; NaF
: 3 ; solution B en mg/1 - MgCl2 : 10800 ; CaClz2, 2H20 : 1500 ; SrCl2, 6H20 : 25 ; salinité
35%., le milieu a éié filaé sous vide a 0,45 pum et conservé a l'obscurité a 4°C. Pour la
réalisation des précultures et des essais, une quantité suffisante de milieu €tait mise a 1’étuve a
28°C (température de réalisation du test), 24 heures avant utilisation. Pseudocohnilembus
marinus, comme beaucoup de ciliés est bactériophage. La source de nourriture utilisée pour la
souche de "collection”, les précultures et les essais est une bactérie lyophilisée Aerobacrer
aerogenes (Sigma A6634), remise en suspension dans du milieu Grasshoff a la concentration de

2,5 mg/ml de bactéries. Le produit de référence utilis€ est le cadmium (CdCl2, Aldrich, 99,99%
de pureté). -



’

// Figure 1 : schéma du protocole du test protozoaire marin Pseudocohnilembus marinus

souche dite de "collection™

* erlenmeyers stériles de 500 mi

* temps de génération de 1'ordre de 6 jours
* utilisation de souches Agées de 2 2 6 semaines

préculture

* erlenmeyers stériles de 500 ml
™ temps de génération : 4-5 heures

E

essais

* acuvettes coulter
* temps de génération : 4-5 heures

K 4

* qsp de milieu Grasshoff pour un volume final de 50 ml

* 10 ml de suspension bactérienne

* qsp de la souche antérieure pour obtenir un inoculum initial de
6000 cellules par ml

* 4°C, obscurité

* repiquage toutes les 6 semaines

* qsp de milieu Grasshoff pour obtenir un volume firal de 50 ml
* 10 ml de suspension de baciéries

= gsp de la souche de “collection” pour un inoculum initial de 1000
cellules/ml

* 28°C, obscurité

* 24 heures

* 4 ml de milieu toxique ou de conwdle (Grasshoff)

* 0,25 ml de suspension bactérienne

* 0,75 ml de dilution de la culture de Pseudocohnilembus marinus,
2 3333 cellules/ml pour obtenir un inoculum initial de 500
cellules/ml '

* 28°C, obscurité

* 24 heures

Apreés 24 heures d’incubation 4 28°C, 1’ensemble des essais et des témoins est fix€ par
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de la glutaraldéhyde (Merck, solution pour micfoscopic élccf:roniquc a 25%) diluée a 5%, puis,"
aprés ajout de 10ml de NaCl & 1% et agitation, le nombre de cellules dans chacun dcs flacons
‘est cornptc grice 4 un compteur de particules.

L’ensemble des calculs des concentrations d’organismes sont identiques & ceux du test

Colpidium campylum et se trouvent expliqués dans I’article de Dive & coll., (1991), foumni en
annexe.

2) Sites de prélévement, stockage des échantillons

Trois sites ont été étudiés par le Laboratoire de Toxicologie de I'Université de Médecine-
Pharmacie de Rouen : le port de Calais, le port du Havre et le port de Nantes.

Les sédiments ont été envoyés par transporteurs au laboratoire dans des flacons de verre
ou de plastique selon les organismes de prélévement, conservés<a I’abri de la lumiére et de ’air-
a température basse grice 4 des blocs de glace.

Dés leur arrivée, les flacons ont €té entreposés a 4°C, a ’obscurité, a 1’abri de 1’air. Les
expérimentations ont été effectuées dans les 20 jours suivant 1a réception des €chantillons tel que
le préconnisait le protocole de I'TFREMER.

3) Détermination du poids sec des échantillons de sédiments

Dés réception, 50 g de sedlments humides ont €ié placés a I'éuve a 28°C afin de
déterminer le poids sec de sédiments des échandllons. Des pesées régulicres ont €té faites jusqu’a
’obtention d’un poids stable de 1’échantillon. :

4) Préparation des échantillons, gamme de toxicité utilisée

La préparation des échantillons de sédiments a €t€ effectuée selon le protocole préconisé
par 'TFREMER tant pour I’étude de la toxicité inainséque des sédiments que pour I’érude du
relargage potentiel de toxiques a partir de ces sédiments.

Cependant, le comptage des protozoaires par un compteur électronique de particules
suppose une filtration préalable (0,45 pm) des échantillons a tester. Afin de concillier les
exigences du protocole défini par I'IFREMER et celles requises par le test protozoaire marin
Pseudocohnilembus marinus, nous avons effectués systématiquement, en paralléle avec la méme
souche, un test sur échantillon non filré et un test sur échandllon filtré afin de définir I’impact
des particules de sédiments lors des comptages des essais et le biais qu’elles pouvaient entrainer
dans la détermination de la CI50. Pour chaque site, les expériences ont été répétées deux fois avec
des souches différentes d’organismes.

De plus, nous avons effectué pour chaque site, une érude du relargage de toxiques par
acidificaton. Pour cette étude, 100 mg de sédiments ont 1€ mis en suspension dans 1 litre de
milieu Grasshoff, le pH a alors ét€ mesur€ et ramené 2 5,5+/-0,3 par une solution d’HCI IN. La
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; “ suspension obtenue a été agitée pendant 12 heures, le pH a alors été mesuré et ramené i sa valeur

initiale avant 1’acidification. Aprés une décantation de 3 heures, la suspension a ét€ testée selon - - °

le protocole utilisé€ pour I’ensemble de I’étude de relargage. Ies expériences d’acidification n’ont
été effectuées qu’une fois. '

La gamme de concentrations de suspension de sédiments étudiée pour 1’ensemble des sites
et des expériences a été : 0; 0,05 ; 0,5; 5; 50; 100 mg/.



/ /RESULTATS ET DISCUSSION

1) Parametres de test

Les paramétres de test sont les mesures de la croissance et de la sensibilité au produit de
référence des souches de protozoaires utilisées pour I’ensemble des expériences.
Ces résultats sont présentés au tableau 1.
Tableau 1 : paramétres de croissance et de sensibilité du test protozoaire marin
: Pseudocohnilembus marinus '

précultures inoculum témoins témoins cadmium
nomore de nombre de nombre de nombre de CI50 mgAl
cellules/ml cellules/qll cellules/ml générations

mesures 99638 486 38004 630 ND
126188 718 52475 6.20 0.060
56981 644 40453 5.99 0.050
62784 583 44578 6.27 0.041
72161 - | 568 50399 6.48 0.040
55224 726 45386 5.98 0.033

movennes = | 78829 620 45215 6.20 0.045

m ,

écart-type = | 28327 93 5562 0.19 0.010

Sn-1

coefficient 35.94 15.00 12.30 3.11 23.27

de variation

en % =

m/Sn-1 -

nombre de 6 6 6 6 ' 5

valeurs '

considérées

D’aprés ces résultats, il apparait que le nombre de générations des témoins est proche de
celui déja obtenu pour I'ensemble des expériences effectuées avec le test Pseudocohnilembus
marinus (Le DG4, 1992), de méme le nombre de cellules/ml des précultures est toujours
difficilement maftrisé, tel que ’atteste le coefficient de variation élevé (35.94%) obtenu. Par
contre V’ensemble des autres paraméwes du test présenient une bonne reproductibilité dans la
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/mesure ol le coefficient de variation est inférieur ou peu €loigné de 20% qui est une limite:
généralement acceptée pour les essais biologiques. Les valeurs de CIs0 du-cadmium sont élevées
par rapport a celles obtenues en moyenne avec cet organisme, au cours des travaux précédents
(Le DA, 1992). Une erreur dans la pesée du sel de cadmium a pu avoir lieu lors de 1a réalisatdon
de la solution mére, mais, nous ne disposons ici que de cinqg résultats ce qui est peu. De méme,
le nombre total de mesures qui ont ét€ effectuées avec cet organisme sur le cadmium est restreint,
rien ne permet donc de rejetter ces expériences. '

Comme pour le test Colpidium campylum qui a servi de modéle a 1’élaboration du test
Pseudocohnilembus marinus, I’inoculum théorique de 500 cellules/ml n’est obtenu qu’avec un
trés grand nombre de mesures (Dive & coll., 1990). Ceci est probablement dd 4 la difficulté
d’obtenir une bonne homogénisation des suspensions de ciliés. Ce sont des organismes aérophiles
qui ont tendance a se maintenir a la surface dans les flacons de culture.

Pour résumer, le test Pseudocohnilembus marinus n’a été validé que par un petit nombre
de mesures de toxicité sur quelques produits toxiques, par conséquent, seul le nombre de
générations des témoins, qui a lui été validé a plusieurs reprises, permet de considérer les
expériences effectuées au cours de cette étude comme acceptables.

H

2) Les mesures de CIs0 des sédiments des sites de Calais, Le Havre et Nantes
* Résultats des mesures du poids sec de sédiments des échantillons étudiés
Ces valeurs sont présentées dans le tableau 2 pour les trois sites étrudiés.

Tableau 2 : résultats des mesures du poids sec des échantillons testés

Calais Le Havre Nantes
poids humide en g 50 50 -1 50
poids secen g 16.78 23.63 29.94
% de matitre séche | 33.56 47.26 - 59.88
de sédiments '

* Résultats des mesures de CI50 des sédiments des sites de Calais, Le Havre et Nantes

Le tableau 3 présente les résultats des mesures de CIS0 des sédiments des trois sites
portuaires étudiés selon le protocole de la toxicité intrinséque des sédiments, de leur toxicité par
relargage et de leur toxicité par relargage aprés acidificadon. Pour chaque protocole, les mesures
ont €t€ faites sur des suspensions de sédiments non filtrées et filtrées, moculcs avec la méme
souche de protozoaire pour chaque répétition d’expérience.



’

~Tableau 3 : mesures des ClIs50 des sédiments des trois sites étudiés

mesures : CI50 en mg/1 de sédiments.

Calais : toxicité intrinséque

* échantillon non filoé >100 >100
* échandllon filtré >100 >100
Calais : toxicité par relargage

* échandllon non filtré , >100 >100
* échandllon filtré ‘ _ ' >100 >100
Calais : toxicité aprés acidification

* échandllon non filoé >100

* échandllon filaé >100 )
Le Havre : toxicité intinséque

* échantdllon non filtré : 5 >100 >100
* échandllon filtré : >100 >100
Le Havre : toxicité par relargage

* échandllon non filoré o >100 >100
* échandllon filaé >100 >100
Le Havre : toxicité aprés acidification

* échantllon non filtré >100

* échandllon filuoé >100

Nantes : toxicité intrinséque

* €chantllon non filtré >100 >100
* €chantdllon filaé >100 >100
Nantes : toxicité par relargage

* échantdllon non filtré '>100 >100
* €chandllon filtré >100 >100
Nantes : toxicité aprés acidification :

* €chandllon non filoé >100

* échandllon filtré >100

Les résultats des mesures de CI50, dans tous les cas de figure testés, montrent qu’aucune
toxicité n’a été détectée par le test protozoaire marin Pseudocohnilembus marinus pour aucun des
trois sites portuaires considérés.

I1 est peu probable que la sensibilité du test Pseudocohnilembus marinus soit a remettre
en question, cet organisme a déja montré sa sensibilité et sa capacité de discrimination tant sur
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,produits purs que sur échantillons naturels (Le D4, -1992). Par contre, ce type d’échantillons
7 (sédiments) n’est pas recommandé pour ce test. En effet, le fait de travailler sur des suspensions
de particules solides de pedte taille non filoées est trés délicat, car au cours du comptagc, ily
a une trés grande interférence avec le dénombrement des organismes-test. D’autre part, les
cxpenenccs fanes sur les échantllons filtrés n’ont pas révélé d’inhibition de croissance des
organismes, il n’était donc pas nécessaire de faire une correction du biais di aux particules de
sédiments pour chacune des concentrations testées. De plus, la filtration a 0,45 pm a
probablement retenu beaucoup des toxiques qui se trouvaient sous forme précipités ou adsorbés
sur les particules en suspension. Dans ce cas, seuls les toxiques en solution ont pu agir sur le
protozoaire; dés lors, du fait des résultats obtenus, soit la quantité de toxiques relargables €tait
tres réduite, auquel cas les sédiments sont effectivement non toxiques pour la faune de la colonne
d’eau, soit, du fait de la richesse minérale du milieu Grasshoff, des réactions d’adsorption, de
complexation et de précipitation se sont produites et ont ainsi rendu les toxiques non
biodisponibles pour le protozoaire.

Seule 'analyse chimique des échantillons €tudié€s ainsi que les résultats obtenus par les
autres biotests permettront de connaime d’une part la richesée totale des échantillons en

xénobiotiques d’autre part, la sensibilité relative du test Pseudocohnilembus marinus dans les
conditions de protocole suivies. !
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~ CONCLUSION

L’analyse toxicologique de sédiments de trois sites portuaires (Calais, Le Havre et Nantes)
par le test protozoaire marin Pseudocohnilembus marinus n’a révélé aucune toxicité des
échantillons testés tant du point de vue de la toxicité directe que de celui de la toxicit€ par
relargage avec ou sans acidification des échantillons.

Cependant, il faut impérativement noter la difficulté d’étude d’échantillons de cette nature
avec le test protozoaire Pseudocohnilembus marinus. En effet, le comptage des organismes se fait
grice 2 un compteur élecronique de particules, par conséquent, il faut filtrer les échantillons
(0,45 um) pour pouvoir faire un comptage sans interférences avec les particules solides. Or, avec
- les sédiments, le risque toxique réside essentiellement dans le fait des microparticules solides
ingérées par les organismes et sur lesquelles les xénobiotiques se fixent par diverses réactions
chimiques. Dans le cadre du protocole de test, il n’était pas possible de faire une détection de
I’'impact de la toxicité des sédiments dans leur globalité car les interférences entre les particules
solides et les organismes-iest ont été wés nombreuses lors du comptage des essais effectués sur
les suspensions de sédiments non filaés. Les suspensions dz sédiments filoées ne se sont pas
révélées toxiques ce qui lzisse supposer qlie soit le protozoaire Pseudocohnilembus marinus est
peu sensible aux toxiques présents dans ces sédiments, soit il y avait effectivermnent peu de
toxiques relargables dans ces échantillons, soit que les éléments relargués ont réagi avec le milieu
Grasshoff qui est wés minéralisé, soit enfin, que des antagonismes se sont produits enge les
divers toxiques, de tels phénomeénes d’interaction qui ont déja €€ monués par divers auteurs
(Vasseur & coll., 1988 ; Bonnemain & Dive, 1990 ; Hansen & coll,, 1990 ; Le D & coll.,

1990). Une alternative zux problémes de comptage était d’effectuer les comptages des
orgabytnismes au microscope, mais ce procédé est laborieux et contraire a I’application en routine
du test. De plus, il aurait été nécessaire d’effectuer une callibration des résultats obtenus par le
comptage au microscope avec ceux obtenus par le comptage électronique, ceci ne rentrait pas
dans le cadre de 1’étude. Ces résultats ne pourront prendre leur valeur que dans le cadre d’une

comparaison avec 1’ensemble des bioessais effectués lors de cette étude et avec les résultats de
I’analyse chimique.
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ANNEXE 4



ETUDE DE LA TOXICITE DES SEDIMENTS PORTUAIRES DE
CALAIS, DU HAVRE ET DE SAINT NAZAIRE A L'AIDE DES
GAMETES ET DES EMBRYONS DE L'HUITRE CREUSE,
CRASSOSTREA GIGAS (THUNBERG).

Frangoise QUINIOU et Edouard HIS

DEL/EX - IFREMER BREST et ARCACHON

1. INTRODUCTION

Le présent travail a pour objectif de déterminer la toxicité de sediments
dragués avant leur rejet en mer. Cette étude entre dans le plan de travail du groupe
GEODE afin d'évaluer la toxicité potentielle de sédiments immergés, selon les
recommandations de la convention d'Oslo.

Trois sédiments provenant des ports de Calais, Le Havre et Saint Nazaire ont
été testés a l'aide du test développement embryonnaire de bivalve choisi en raison
de sa grande sensibilité a la qualité du milieu (Woelke, 1972 ; His et Robert, 1986 ).

Les sédiments et leurs extraits aqueux ont été testés de trois manieres sur le

développement embryonnaire de I'huitre creuse Crassostrea gigas :

-effet sur le développement embryonnaire lorsque le bio-essai est

réalisé avec des oeufs embryonnés 15mn aprés la fécondation :

"embryotoxicité".

-effet sur la fécondation et le développement embryonnaire, jusqu'au

stade larve D en eau de référence, aprés 15 mn de pré-traitement du

sperme dans les milieux a tester : "spermiotoxicité”.

-effet sur la fécondation et le développement jusqu'au stade larve D,

lorsque la fécondation et le développement se déroulent dans les

milieux a tester : "fécondation et embryotoxicité".



2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Préparation des sédiments

2.1.1. Extraits aqueux

Dans les trois cas, 50 g de sédiment frais ont été mis en suspension dans un
litre d'eau de mer de référence filtrée a 0,2 um, par agitation magnétique, a
température ambiante (20 + 1°C), pendant 12h. Aprés arrét de l'agitation

magneétique et décantation de 3h, le surnageant a été récupéré pour préparer les
différentes concentrations testées :

- 0 g/l : témoins = eau de mer référence a la salinité de 30 %, filtrée
a0,2 um).

- 50 g/l : surnageant ou "extrait aqueux' sans dllutlon

- 5 g/l : 100 ml de surnageant dans un litre d'eau de mer filtrée.

- 0,5 g/l : 10 ml de surnageant " "

- 0,05 g/l : 1 mi de surnageant " "

2.1.2. Contactdirect avec le sédiment : "sédiment contact".

Une solution de 50g/l de seédiment frais a étée préparée puis, les
différentes concentrations (0 g/l ; 0,05 g/l ; 0,5 g/l ; 5 g/l ) ont été réalisées par
dilution au 1/10i€Me, directement dans les recuplents d élevage.

2.2. Bio-essais

2.2.1. Mise en incubation des oeufs fécondés : "Embryotoxicité"

Des huitres mires ont été prélevées dans le bassin d'Arcachon. Dans I'heure
qui a suivi, 'émission des gamétes a été induite par chocs thermiques ( passages
alternatifs en eau de mer a 28°C et 18°C a intervalles d'une demi-heure) et par

stimulation chimique ( action d'une suspension de gameétes prélevés sur des sujets
sacrifiés).

Lorsque le frai a été induit simultanément chez au moins un male et une
femelle, les géniteurs ont été choisis en fonction de la qualité de leurs gamétes :
ovocytes pyriformes, réguliers et spermatozoides trés mobiles. Chaque géniteur a
été placé séparément dans un bécher contenant de I'eau de mer filtrée a 0,02 pm..

Les ovocytes ont été dénombrés afin de les répartir ultérieurement en
quantltes égales aux différentes concentrations testées et fecondes a l'aide d'une
suspension dense de sperme.

Ce dernier a été ajouté de fagcon a pouvoir observer au microscope, une
dizaine de spermatozoides actifs , en plaque équatoriale, autour de chaque ovocyte.



’

Dans le quart d'heure qui a suivi les fécondations, les oeufs fécondés ont été
répartis a la pipette automathue aux différentes concentrations testées, a raison de
600 par pot a usage unique en polystyréne cristal.

:

2.2.2. Pré-traitement du sperme : "Spermiotoxicité".

Les gamétes ont été recueillis et sélectionnés de la méme fagon que
précédemment.

-Aprés dénombrement, les ovocytes sont répartis & la pipette automatique
dans des pots de polystyréne cristal contenant 30ml d'eau de mer référence. Alors
que le sperme (trés dense) est introduit dans les différentes concentrations a tester.
Aprés 15mn de contact, 50ul de chaque solution de sperme, ainsi pré-traité, sont
ajoutés aux ovocytes afin de réaliser les fécondations en milieu propre.

2.2.3. Effets surla fécondation et le développement embryonnaire.

La sélection des gametes a été réalisée de la méme fagon que pour les
essais précédents.

La répartition des ovocytes et du sperme est effectuée simuitanément dans
les milieux a tester afin que l'effet des "contaminants" agisse sur les gameétes au
moment de la fécondation puis pendant tout le développement embryonnaire.

2.2.4. Incubation et observations.

Les différents milieux & tester ont été mis en incubation & 24° + 1°C pendant
24 heures. Période aprés laquelle, le contenu de chaque pot a été fixé au formol
neutre pour les observations.

Il faut enfin préciser que ces expériences ont été effectuées en triple
exemplaire a la salinité de 30%eo.

Les observations ont été effectuées, directement dans les pots ou sur un
échantillon prélevé aprés homogénéisation, a l'aide d'un microscope inversé
d'Utermdhl au grossissement de 200. L'absence de filtration ou de rétention sur un
tamis évite la perte de matériel biologique qui pourrait perturber les résultats
(passage a travers le tamis d'embryons en décomposition).

Les anomalies larvaires ont été dénombrées sur deux fois cent lnleIdUS par
replxquat elles ont concerné :
- les oeufs fécondés non segmentés et les embryons au
développement incomplet ou anormal.
- les larves D présentant elles-mémes des anomalies ( charniére
convexe ; commissure des valves de la coquille échancrée ; une valve
mcompletement formee le vélum non entiérement rétractable dans la
coquille). '



3. RESULTATS

- Les résuitats ( tableau 1) sont exprimés en pourcentages bruts d'anomalies
larvaires (PBA), avec erreur standard, aux différentes concentrations. '

Les taux peu élevés, d'anomalies larvaires, observés dans les élevages
témoins ( 7,6 £ 0,8 et 15,5 £ 1,1) témoignent de la bonne qualité de l'eau de mer
réeférence et des gameétes utilisés au cours de ces bio-essais.

Les graphes de la figure 1 donnent les effets des sédiments et de leurs
extraits aqueux testés observes pour les divers bio-essais. Afin de pouvoir comparer
les deux séries de tests, les pourcentages bruts d'anomalies (PBA) ont été

transformés en pourcentages nets d'anomalies (PNA), selon la formule de Abbott
(Anonyme, 1980).

PNA = (PBA essai - PBA témoin / 100 - PBA témoin) X 100

3.1. Action des extraits aqueux
3.1.1. Embryotoxicité.

Un phénomeéne d'hormése (Stebbing, 1972 ), peu marqué, est observé avec

le sédiment du Havre et de St Nazaire, aux plus faibles concentrations (0,05 et
0,5g/1).

Aux teneurs plus élevées, l'action des sédiments est peu marquée ( moins de
20% d'anomalies larvaires a la concentration la plus élevée) ; seul le sédiment de
Calais, qui se caractérise par un PNA de 98,2 semble fortement toxique.

3.1.2. Spermiotoxicité.

Toutes les concentrations entrainent un léger effet toxique mais, toujours
faible et inférieur a un PNA de 18.

Dans tous les cas, les taux de fécondation sont similaires & ceux dénombrés
dans les témoins. '

3.2. Action du contact direct avec les sédiments : "sédiment-contact’.

3.2.1. Spermiotoxicité

Lorsque le sperme a été mis en contact avec le sédiment, avant la realisation
des fécondations, les trois concentrations les plus basses (0,05 ; 0,5 et 5g/l)

donnent des PNA de 11 & 20 pour les trois sédiments. Notons que celui de Calais
est légerement plus efficace que les deux autres.



Les essais réalisés a 50g/l montrent un gradient net déé effets en fonction du
sediment testé : Le Havre génére un PNA 18, Saint Nazaire voit son taux
d'anomalies atteindre 31,4% (25,7% correspondant & des embryons n'ayant pas

développé de coquille) et Calais entraine un pourcentage d'anomalies de 55% dont
52,2% d'embryons.

On voit ici que le sédiment de Calais est assez fortement toxique puisque
15mn de pré-traitement du sperme suffisent a affecter le développement
embryonnaire dans plus de 50% des cas.

3.2.2. Embryotoxicits.

Le phénoméne d'hormese se manifeste de nouveau des la valeur de 0,05g/1
sur le site de Calais, alors que la toxicité est peu marquée a cette valeur, sur les
autres lieux de prélevement ( PNA = 4 et 2,3 au Havre et a St Nazaire
respectivement.) ; elle est cependant supérieure a celle qui a été observée en
présence d'extrait aqueux a la méme concentration.

Dés la valeur de 0,5 g/l, l'effet de nuisance est nettement plus éleve, en
particulier sur les sites du Havre et de St Nazaire ( PNA = 13,7 et 17,0
respectivement).

Au dessus de cette teneur, le sédiment de Calais se révele de nouveau le
plus toxique (PNA = 98,3 a 5g/l ). De la méme fagon , le sédiment de St Nazaire
exerce une action délétére, puisque le pourcentage de 80,5% est atteint a 5 g/l,
alors que l'action sur le site du Havre, quoique franchement marquée est moins
importante ( 48,6 %).

On retrouve le méme gradient de toxicité que celui observé pour la
spermiotoxicité : Calais >> Saint Nazaire > Le Havre. Pratiquement toutes les
véligéres sont anormales dans les trois cas a la plus forte teneur en sédiment 50g/1.

3.2.3. Action sur la fécondation et le développement embryonnaire.

Les bio-essais réalisés en "sédiment-contact" donnent des réponses trés
proches des tests "d'embryotoxicité" : un phénoméne d'hormése a 0,05g/l pour les

sédiments de Calais et Saint Nazaire alors que celui du Havre semble légérement
plus toxique.

Comme'pour I'embryotoxicité, les effets des trois sédiments augmentent
nettement pour la concentration de 5g/l, taux d'anomalies > 50% (PNA
respectivement 82,3 ; 52,6 et 56,2 pour Calais, Saint Nazaire et Le Havre).

A la concentration la plus élevée (50g/l) toutes les véligéres sont anormales
et quasiment aucune n'a dépassé le stade embryonnaire.



" 4.CONCLUSION

Les donneées relatives a 'action du sédiment mis en contact directement avec
les ceufs embryonnés de Crassostrea gigas, permettent de montrer nettement que le
sédiment de Calais libére la plus forte toxicité, ainsi que l'indiquait déja l'action de
I'extrait aqueux a la plus forte concentration testée. Puis viennent dans l'ordre le
sédiment de St Nazaire et enfin celui du Havre. |l faut enfin souligner que dans les
trois- cas, il y a une perturbation nettement marquée du développement

embryonnaire et de la formation des larves D de Crassostrea gigas, a la plus forte
concentration testée.

Lorsque la fécondation et le développement embryonnaire se déroulent en
présence du sédiment (sediment-contact), les réponses sont trés proches de celles
obtenues avec les oceufs embryonnés.

Le pré-traitement du sperme par les extraits aqueux modifie peu le
développement embryonnaire et ne permet pas de différencier les trois sites, alors
que la mise en contact avec le sédiment (sédiment-contact) induit un effet trés net
qui donne le méme gradient de toxicité que les tests sur les oeufs embryonnés.

En conclusion nous pouvons dire que les différents tests permettent de
classifier les trois sédiments selon un gradient : Calais >> Saint Nazaire > Le
Havre. Le sédiment provenant de Calais a, de plus, une aptitude a libérer des
“contaminants” dans l'extrait aqueux qui alterent fortement le développement
embryonnaire de I'huitre. Par ailleurs, une gamme de concentrations plus resserrées

entre 5 et 50g/l permettrait de déterminer la concentration de l'extrait aqueux qui
engendrerait 50% d'anomalies.
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Bioessais C‘;j‘l"' CALAIS ST NAZAIRE LE HAVRE
0 155+1,1 15,5 £ 1,1 155 +1,1

0,05 142 +£1,8 145 +£2,0 23,7 £2,2

FC 0,5 20,5 +2,8 19 +2,0 32,7 £3,1
5 84,9 £ 0,5 59,7 + 0,4 63,5 + 3.2

50 100 £ 0,0 100 + 0.0 100 £ 0,0

0 15,5 + 1,1 15,5 £ 1,1 15,5 + 1,1

0,05 205 +1,2 254 +12 255 2,3

SE 0.5 21,7 £2,2 21,6 +2.1 20,2 £2,6
5 244 £2.3 186 £ 2.0 185 +2,0

50 20,3 1.6 22,5 +2,1 16,6 £2,8

0 15,5 + 1,1 15,5 + 1,1 15,5 + 1,1

0,05 315 +26 25 +1,8 252 +2,0

sc 0.5 30,5 +1.9 26,7 £ 1.6 24,4 £1,2
5 33 £2,0 20 £ 1,8 27,3 £ 3,1

50 62,2 + 2.1 417 £ 4.0 29 £2,6

0 7.6 0,8 76 +0.8 7.6 £ 0,8

0,05 9 +0,6 4,8 + 0,9 48 2,0

EE 0,5 73+0,7 47 £06 4,8 0,6
5 9.2 +0,9 6,7 +1,1 5,8 2,4

50 98,3 + 0,9 173 £1,7 11,8 £1,1

0 7.6 £0,8 76+0,8 7.6 +0,8

0,05 47 £0,7 9,7 £1,4 11,3 £ 0,7

EC 0,5. 14 £+ 0,6 233 +1,7 20,3 + 1,4
5 98,3 £ 0,9 82+5,0 52,5+6,5

50 100 + 0.0 100 + 0,0 99 + 0,6

Tableau 1 - Action des sédiments sur la fécondation et le développement
embryonnaire chez Crassostrea gigas, selon leur provenance et la concentration
testée. Les pourcentages bruts d'anomalies sont indiqués avec erreur-standard.

FC:

SE

EC

Fécondation et développement embryonnaire en "sédiment-contact”

: Spermiotoxicité avec les extraits aqueux
SC:
EE:

Spermiotoxicité avec le "sédiment-contact”
Embryotoxicité avec les extraits aqueux

: Embryotoxicité avec le "sédiment-contact”
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ANNEXE 5



UTILISATION D'ANALYSES PHYSIOLOGIQUES COMME
BIOINDICES POUR L'ETUDE DE TOXICITE SUR LA MOULE

Michei BLANCHARD
 Ifremer - Brest

1 -INTRODUCTION

Cette étude a été réalisée dans le cadre d'un stage IUT, du ler mai au 30 juin 1993, au
sein du laboratoire d'Ecologie de la Direction de I'Environnement de l'Ifremer, stage qui a
donné lieu a une soutenance et un rapport { Gentil 1993).

Dans le temps limité du stage, il avait été convenu de réaliser ce travail en deux
phases: une partie in situ, en immergeant un lot d'animaux au site de rejet des boues de
- dragage de la baie de Seine durant plusieurs semaines, et d'en étudier la réaction
physiologique; une deuxi®me partie au laboratoire, mettait en présence des animaux et des
concentrations différentes de boues de dragage. L'immersion de moules au site d'Octeville
pres du Havre, était prévue pour février 1993, ceci afin que les animaux puissent étre en
contact suftfisamment longtemps avec les boues rejettées A cet endroit, et Etre analysés en mai.
Malgré plusieurs tentatives dimmersion -par les plongeurs du Port Autonome du Havre, de
février & mai, il s'est avéré impossible de maintenir un lot de moules sur ce site, du fait des
conditions hydrologiques défavorables. Cette partie du programme fut donc abandonnée 2
regret et remplacée par une immersion d'une journée au site d'Antifer, ol les concentrations
de polluants dans le sédiment, sont proches de celles du point de rejet (Chauvin et al. 1985).

La deuxiéme partie du stage nécessitait la présence au laboratoire de boues de
dragage durant le mois de mai. Or celles-ci n'arrivérent que le 28/05 pour les premigres, le

28/06 pour d'autres, donc trop tard pour étre étudiées. Seul le premier lot fut donc utilisé. Un
seul site fut suivi: le Havre.

Le but de cette étude est de montrer la faisabilité de tests, dans le cas d'un suivi de
toxicité de boues de dragage, venant de divers estuaires. Ce rapport présente le bilan de
mesures faites in situ au terminal pétrolier d'Antifer, et de tests physiologiques en laboratoire,
apres perturbation par du sédiment provenant également de ce secteur de la baie de Seine.

2 - CHOIX DU MATERIEL VIVANT

La moule (Mytilus edulis) est largement utilisée comme bioindicateur pour plusieurs
raisons :

- Sa durée de vie d'une dizaine d'années permet des suivis & longs termes

- Sa distribution large permet de la trouver sur toutes les cotes.

- Sa sédentarité permet sa récolte toute 1'année.

- Sa résistance aux manipulations facilite son emploi dans divers travaux.

- Son utilisation alimentaire et son aquaculture ont favorisé le développement de sa
connaissarnce. ,

- Son régime alimentaire filtreur nécessite une certaine qualité de I'eau environnante.
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- Son aptitude 2 la bioconcentration dans certains tissus est importante puisque celle-
ci atteint jusqua 100 000 fois celle de certains produits du milieu, d'ol son
utilisation en analyse chimique.

- etc

On utilise donc cette esp&ce dans divers travaux de laboratoire comme indicateur de
pollution. Ces travaux utilisent 1'analyse chimique (mesures des contaminants dans les chairs,
mesures enzymatiques EROD, AChE...) ou les tests physiologiques métaboliques et
comportementaux (taux respiratoire, bilans énergétiques, vitesses de croissance, mouvements
valvaires...). Ces diverses mesures donnent lieu 2 la réalisation d'indices, qui sont largement
utilisés, soit seuls, soit plus généralement en association, pour une plus grande fiabilité.

De trés nombreux exemples existent dans la littérature, quant a l'utilisation de la moule comme
bioindicateur, citons seulement Bayne et a/. (1985).

Nous utiliserons ici les mesures physiologiques appliquées a la moule marine
(Mytilus edulis) qui est I'espéce la plus commune sur nos ¢otes. Elle est présente, & 1'état
naturel, dans les deux sites suivis.

Les animaux sont intallés au laboratoire Ifremer sur le site d'Argenton, prés de Brest,
depuis le mois de janvier 1993, répartis dans des plateaux horizontaux d'un metre carré, a
raison de 200 individus par plateaux, pour leur assurer un renouvellement d'eau suffisant, et

cette eau y est de bonne qualité. Leur acclimatation au moment des expériences est donc
parfaite.

3 - MESURES PHYSIOLOGIQUES

Parmi les diverses mesures physiologiques faites sur la moule et utilis€ées en

écotoxicologie, citons les plus courantes qui ont ét¢ developpées par des laboratoires anglo-
saxons:

- Le taux respiratoire qui permet de noter la condition physique de l'animal en
mesurant sa consommation d'oxygeéne sous diverses conditions de milieu. C'est un parametre

simple et fiable ‘qui nécéssite néanmoins une bonne connaissance des réactions normales de
I'animal. N

-Le "Scope For Growth" dont l'utilisation est recommandée par le C.LE.M. (cf.
Compte rendu du Working Group on Biological Effects d'avril 1993) qui associe divers
parametres physiologiques (assimilation, respiration, excrétion ) pour la détermination d'une
évolution générale positive ou négative entre deux périodes de mesures (Widdows et al.
1984).

- Le bilan énergétique, qui est l'application 2 un instant donné des résultats des
parametres précédants, transcrits en termes €nergétiques.

- L'indice O/N qui ne prend qu'une partie des mesures précédantes (respiration et
excrétion), souvent utilisé€ pour sa simplicité de mise en oeuvre.



- L'analyse des mouvements valvaires de mollusques bivalves est €galement une
méthode douce qui permet d'étudier une modification du comportement en présence d'un
- stress de 1'environnement (Kramer et al. 1989).

L'intérét de la plupart de ces mesures physiologiques réside dans le fait qu'elles ne
nécéssitent pas systématiquement le sacrifice des animaux utilisés, ce qui permet de les placer
d'abord dans un milieu témoin, puis dans des conditions défavorables, et d'en noter la
différence de comportement. Cette mesure relative permet ainsi de suivre réellement
I'évolution physiolocﬁque d'un individu pendant sa perturbation métabolique.

Nous utiliserons ici deux de ces analyses physiologiques: le rapport O/N, et l'enreglstrement
des mouvements valvaires.

3.1. Rapport O/N

Le rapport O/N est le rapport, en equxvalent atomique, de la quantité d'oxygéne
consommeée, sur la quantit¢ d'azote ammoniacal excrétée (Bayne et al. 1985):

XmlOpx 1,428 Y mg N-NH;3
ON = /
16 | 14

Ce rapport témoigne donc de la balance énergétique entre la respiration qui
représente ici une absorption d'énergie, et I'excrétion d'azote ammoniacal, qui en représente
une perte. Plus la santé de l'animal est bonne, plus le taux respiratoire est €levé et le rapport
O/N élevé, mais plus la santé est faible, plus I'animal excréte d'azote, allant jusqu'a la lyse de
ses propres tissus en dernidre extrémité, et plus le rapport est faible.

Les valeurs de ce rapport renseignent donc sur l'état de santé de 1'échantillon: 7 est la
valeur minimum théorique, tandis que des valeurs de 7 a 30 témoignent de conditions de
stress alimentaire, dues 2 une pollution, puis 2 un environnement de moins en moins mauvais.
40 semble étre une valeur moyenne. Au deld de cette valeur, les conditions de santé sont
d'autant meilleures que les valeurs sont élevées.

Pour établir ce rapport O/N, l'oxymétrie et la mesure de l'excrétion d'azote
ammoniacal sont donc réalisées, selon les protocoles définis (Blanchard 1989).

3.1.1. Oxymétrie

La mesure de l'oxygene dissous est réalisée par sonde polarographique (fig.l).
L'enregistrement graphique permet de suivre 1'évolution de la concentration de 1'oxygéne en
continu, au cours du temps. Le temps de mesure est fix€ arbitrairement 4 une heure. En effet
cette mesure doit étre bréve, pour éviter une hypoxie, une prolifération bactérienne et
l'accumulation d'excrétats qui engendreraient des perturbations importantes lors des analyses
ultérieures, telles celle du dosage de I'ammoniaque.

Pour les calculs du taux respiratoire (R), seules les valeurs maxima seront retenues.



Calcul de R:

Soit :
Cm :la consommation d'oxygéne de la moule
Cv :laconsommation propre de la sonde
C :Cm-Cv 4
V .:le volume de la chambre de mesure
Ps :lepoids sec de I'animal
t1-tg =T : le temps de mesure

CxV
R=--

T x Ps

3.1.2. Mesure de l'azote ammoniacal

L'excrétion azotée des moules est constituée de plusieurs composés, notamment
d'acides aminés, d'urée et d'ammoniaque. L'ammoniaque, sous la forme ammonium
(NH4*+=NH3+H) est le composant majoritaire (70%) dans l'excrétion de la moule (Bayne et
al.19835). 11 est donc d'usage courant de doser l'azote ammoniacal (NH3-N) sans tenir compte
des autres compos€s minoritaires.

L'azote amimoniacal est dosé colorimétriquement selon la méthode de Solorzano: 100
ml d'eau sont prélevés dans le récipient olt A eu lieu l'oxymétrie aprés le temps de mesure
défini (ici une heure). On y ajoute immédiatement 3 ml de réactif R1 (solution de phénol-
nitroprussiate), et 3 ml de réctif R2 (solution alcaline d'hypochlorite). Les flacons sont
stockés au frais et A l'obscurité, jusqu'd l'analyse qui se fait au spectrophotometre a une
longueur d'onde de 630 nm.

Calcul de T'excrétion ammoniacale U :

C : concentration en microatomegramme (patg) par litre
(1 patg.l-1 =14 pg.1-1 NH3_N)

V :volume d'eau en litre -

T :durée de la mesure en heure

Ps : Poids sec de I'animal

CxVxl4
U= patg NH3-N h-1 g-1
T x Ps

3.2. Mesure des mouvements valvaires

Le principe de cette mesure est simple: lorsque le milieu est sain (eau propre) les
moules ont un métabolisme normal, pour lequel la filtration d'eau doit €tre constante
(alimentation et respiration). Elles restent donc entrouvertes 90 A 95% de leur temps. Au
contraire, les moules placées dans une eau de mauvaise qualité évitent de prélever cette eau,
en fermant leurs valves, ou du moins, en augmentant leur fréquence de fermeture. Cette



" observation ancienne a amené les techniciens 2 développer un systéme denre«ustrement de
ces mouvements valvaires (Galstoff 1964).

Pour cette €tude, nous avons utilisé un appareil appelé moulometre, fabriqué par

Delta Consult, nous permettant d'enregistrer automatiquement. les mouvements valvaires au
cours du temps (fig. 2).

Huit moules peuvent €tre installées simultanément sur cet appareil. Leur écartement
valvaire est mesuré en permanence grice A des capteurs qui leur sont appliqués. L'information -
est transmise A un recepteur , amplifiée, et stockée en mémoire soit, dans l'appareil et restituée
a postériori sous forme d'un signal unique de fermeture, soit les valeurs sont affichées en
permanence sur un terminal, ce qui nécessite alors une connection électrique.

4 - EXPERIMENTATIONS

¢

Les expériences citées précédemment sont réalisées au laboratoire et sur le terrain selon
le protocole ci-dessous: :

Mesures i situ:

Site Immersion |Mesure du rapport
du O/N
moulométre
+ +
ARGENTON
ANTIFER + +
Mesures au laboratoire
sédiment = du + +
Havre
témoin + +

4.1. Expérimentation en laboratoire

Elle consiste A étudier la réponse physiologique des moules vis 3 vis des sédiments de
dragage du site de rejet du Havre. Ceux-ci sont stockés en chambre froide et utilisés
rapidement. Il s'agit de mettre en présence ces sédiments (ou, du moins l'eau surnageante
apres agitation et décantation) et les moules.

Les quantités de sédiment nécéssaires sont déposées dans des récipients contenant
I'eau de référence. En l'occurence, celle-ci est de l'eau de la rade de Brest filtrée 2 10 pm.
L'ensemble est agité et homogénéisé. Apres redéposition du sédiment durant 30 minutes, l'eau
surnageante est prélevée pour les bioessais.

Deux concentrations de sédiment seront utilisées: 50 et 100 g.1-1-
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Pour I'immersion du moulomeétre, celui ci est placé dans un bac de 40 litres pendant’
quatre heures. Le milieu est oxygéné par bullage. Entre chaque essais, 1'eau est renouvelée en
circuit ouvert, pendant une nuit, ce qui permet aux animaux de se régénérer.

4.2. Expérimentation in situ

La mesure du rapport O/N, et I'immersion du moulometre sont effectuées les 26, 27
et 28 mai. D'abord au laboratoire Ifremer d'Argenton prés de Brest, qui sera le site témoin,
puis au terminal pétrolier d'Antifer, avec les mémes animaux.

Trois séries de mesure du rapport O/N seront effectuées & Argenton, et le moulométre
y sera immergé durant une nuit. Trois séries de mesure du rapport O/N seront réalisées 2
Antifer, et le moulometre également immergé durant une nuit . L'absence de connexion
€lectrique sur le terminal pétrolier (pour raison de sécurité) lors de cette derniére mesure ne
donnant, qu'un signal élementaire A postériori, une nouvelle immersion de trois heures fut
ensuite réalisée, avec cette fois-ci une mesure en continu, ‘

5- RESULTATS
5.1. Physiologie
5.1.1. Expérimentation in situ

Les résultats de mesures physiologiques figurent dans le tableau 1. On constate que la
moyenne des résultats d'excrétion est quasiment identique dans les deux sites. L'écart A cette
moyenne est de 0,0543 pour Argenton et de 0,0642 pour Antifer, montrant des valeurs plus
dispersées dans ce deuxie¢me site, dues aux plus grandes variations individuelles

Les résultats de respiration montrent par contre une consommation moyenne
d'oxygeéne supérieure & Argenton : 0,2416 mg d'O9, contre 0,2192 mg a Antifer. Les écarts
sont respectivement 0,0992 et 0,1184, donc 12 encore, supérieurs 3 Antifer.

Le résultat des rapport O/N est donc : de 82,08 (+ 26,01) a Argenton,
- etde 72,81 (+ 31,29) a Antifer.

Ce résultat montre une modification des parametres physiologiques du lot de moules
apres leur immersion sur le site d'Antifer. La baisse du rapport est le signe d'une dégradation
de l'environnement des animaux entre les deux sites. Si les valeurs obtenues A Argenton sont
toutes supérieures & 54, montrant un bon état général des animaux sur ce site, on observe a
Antifer des valeurs inférieures a 45,86 dont l'une de 29,33 qui indique un réel stress. La plus
grande dispersion des valeurs sur ce deuxieme site indique également une réaction inégale des
individus face 4 ce nouveau milieu.

5.1.2. Expérimentation au laboratoire

Dans le tableau 2 figurent les résultats du rapport O/N, obtenus sur les animaux aprs
leur mise en contact avec du sédiment venant du Havre.
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Si 'on compare tout d'abord ces résultats avec ceux obtenus A Argenton (tableau 1),
qui nous servent de référence, on peut noter une nette différence dans la consommation
d'oxygeéne quelque soit la concentration de sédiment préalable . On met ainsi en évidence une

modification du métabolisme chez ces animaux soumis 2 une turbidité anormale pendant cette
heure de mesure.

Si l'on analyse les résultats de respiration aprés concentration de 50 g. 1-1 de
sédiment, on observe une consommation moyenne de 0,1709 mg 1-1, avec des valeurs trés
dispersées (= 0,0754), tandis qu'apreés mise en contact avec 100 g.1-1 de sédiment, 24 heures
plus tard, cette consommation est de 0,1258 en moyenne, avec des écarts quasiment nuls,
(0,020), comme si ces mémes animaux s'acclimataient A cette turbidité.

Les résultats d'excrétion ammoniacale figurent dans le tableau 2 sous forme d'une
valeur minima. En effet toutes les valeurs des échantillons mesurés sont largement supérieur 2
50 patg 1-1 qui est la valeur maxima de concentration analysable par le spectrophotométre.
Le sédiment devant contenir de grandes quantités de matidre organique en décomposition
sous forme de particules fines remises en suspension, cet azote organique particulaire
interfére avec la mesure de l'excrétion azotée. 11 faut souligner que des essais de dilution n'ont
pas apporté de solutions valables.

Le rapport O/N obtenu lors de cette analyse est donc une valeur maximale. On
observe malgré tout que la moyenne des résultats est supérieure avec 50 g.1-1 (47,87 = 21,13),
qu'avec une concentration de 100 g.1-1 (35,22 + 5,70).

5.2. Résultats d'analyse des mouvements valvaires

5.2.1. Immersion in situ

L'appareil est donc immergé d'abord & Argenton, site témoin, puis réimmergé aussitdt
a Antifer, avec le méme lot d'individus, et dans les mémes conditions.

A Argenton, les mouvements sont réguliers : l'animal reste ouvert la plupart du
temps, autour d'une valeur moyenne d'environ 6000 unités. Cela pour tous les individus.

A Antifer, les variations individuelles sont beaucoup plus importantes, autour d'une
valeur moyenne qui est pourtant la méme que précédemment.

Deux interprétations sont possibles : d'une part le changement de milieu n'affecte pas
les différents individus de la méme maniére, certains le marquent, d'autres non d'od une
possibilité de résistance différente selon les individus 2 un stress extérieur; d'autre part, la
qualit€ de l'eau entre les deux sites ne serait pas différente, et les variations observées par
cette méthode seraient imputables A des variations de type hydrologique.

5.2.2. Au laboratoire

L'appareil est immergé dans un bac ot circule l'eau d'abord pure puis chargée de
particules en suspension A deux concentrations différentes 50 et 100 g.1-1. valeurs
volontairement élevées. Plusieurs mesures ont été réalisées, mais peu seulement ont donné des
résultats acceptables, soit du fait de difficult€s techniques, (décollage, irrégularité de
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‘l'homogénéisation...) soit du fait que cette réponse comportementale montre de telles
variabilités.individuelles que les résultats sont ininterprétables. Nous n'avons retenu ici que
les résultats d'une seule série, qui donne des réponses continues et intéressantes pour 4

individus. Les autres individus n'ont pas été pris en compte du fait qu'ils étaient décollés de
leur support d&s la premire partie de 1'analyse. '

Dans l'eau pure ces individus montrent durant 12 heures, un comportement stable et
une ouverture constante entre S000 et 5500 unités pour 3 moules, et supérieure pour la 4¢me.
L'enregistrement se poursuit au dela de 8h52, jusqu'a 11h35.

A 11h35, l'appareil est immergé dans une eau turbide en présence de sédiment a
50-g.1-1. Les moules s'ouvrent toutes mais montrent ensuite des comportements différents : la
4 s'ouvre de facon normale, la 5 et la 6 se ferment progressivement, ce qui est un témoignage
de stress, de fagon nette. La 8 montre une suite de mouvements d'ouverture/fermeture

anarchiques. On peut dire 12 que trois individus sur quatre indiquent une modification du
milieu. !

A 14h35 la concentration est portée a 100 ¢.1-1, les individus 5 et 6 12 encore
réagissent nettement par une fermeture brutale, trés profonde pour la 6. L'individu 8 ne
marque qu'une petite fermeture momentanée, comme l'individu 4, sans beaucoup de

signification. Deux individus sur quatre répondent par une fermeture a un stress net di au
milieu.

L'évolution ultérieure du comportement valvaire est une suite de mouvements
irréguliers, pour la 5 et la 6, moins marqués chez la 8. A 17h25 tous les animaux répondent a
une perturbation inconnue, perturbation trés marquée chez la 4. On observe, contrairement a
ce que l'on pourrait attendre, une ouverture progressive des valves chez ces animaux mis en
eau wues chargée. Deux hypotheses A cela: d'une part il y a décantation progressive de
particules en suspension, et les animaux retrouvent des conditions normales ; plus
vraissemblablement il y a perte du tonus musculaire chez ces animaux 5, 6 et 8 et le muscle
adducteur des valves ne remplit plus sa fonction, d'oli -une ouverture progressive, et des
amplitudes moindre. Ce comportement est caractéristique de la présence d'une substance
irritante dans le milieu, et correspond au type "C" des observations de Galstoff (1964) sans
pour autant que l'on connaisse la cause de cette irritabilité 2 la- turbidité, ou a une substance
toxique présente dans l'eau. Le reldchement musculaire plaide pourtant en faveur de la
deuxieme hypothese. '

Une expérimentation de plus longue durée permettrait de voir 1'évolution ultérieure
de ce comportement valvaire. Il va vraissemblablement vers un "baillement” total, du moins

pour les trois derniers individus, c'est A dire une ouverture maximale due au reldchement du
muscle adducteur. -

Deux individus sur les quatre durant cette expérience ont marqué un comportement
valvaire anormal, en présence de boues de dragage, et ce comportement est celui d'un
individu soumis & une "substance irritable”. L'indication que donne ainsi le moulometre dans
ce cas précis est une baisse de qualité du milieu environnant par rapport au témoin. La cause

de ce changement n'est pas connue, ce peut étre la seule turbidité, ce peut étre également le
contenu sédimentaire.



Le niveau de concentration sédimentaire donne des résultats physiologiques
différents : tout d'abord une fermeture lente et progressive, face a la perturbation qui

s'installe, puis face au doublement de cette concentration, une réaction inverse due au
reldchement musculaire.

CONCLUSION

Deux types de tests physiologiques ont été mis en oeuvre dans ce travail, pour servir
de bioindices.

Ces deux tests sont employés couramment par certains laboratoires en écotoxicologie.

6.1. Mouvement valvaire

Lors de ces travaux, on observe que, autant dans le milieu, qu'en laboratoire, le
moulometre n'a pas donné pleinement satisfaction. Dans le milieu, nous avons pu remarquer
une faible différence intersite, et que seule une plus grande’variabilité individuelle pouvait
€tre soulignée. Au laboratoire, les résultats obtenus sur la séric présentée ici, montrent un
impact, sur seulement la moitié des échantillons. Dans d'autres essais les enregistrements
montrent une telle variabilité individuelle qu'ils peuvent ditficilement étre interpretes.

D'autres travaux, plus longs et complémentaires de ceux-ci, apporteraient sans doute
des indications intéressantes puisque des auteurs hollandais, (Borcherding 1992, Kramer et
al. 1989, Jenner et al. 1989) ont pu montrer tout l'intérét de cet indice dans des mesures de
toxicité par chloration notamment, in situ ou en laboratoire.

Malgré son intérét, il est donc difficile sur la base de ces seuls résultats de proposer
cet indice pour le suivi des toxicités sur les boues de dragage.

6.2. Rapport O/N

Ce rapport donne ici des valeurs différentes en condition neutre et en milieu supposé
toxique.

In situ, la différence de réponse entre les sites d'Argenton et d'Antifer est notable (10
points de différence), et certaines valeurs dans ce dernier site montrent une dégradation du
métabolisme. Cet exemple, sur 9 échantillons, parait suffisamment significatif pour étre
retenu. La multiplication des mesures devrait confirmer cette différence.

Au- laboratoire, l'expérimentation en présence d'un milieu trés turbide- est
prometteuse. On remarque en effet que si les valeurs de respiration sont différentes entre les
témoins et les lots de concentrations différentes, le rapport O/N ne peut €tre interprété pour un
probléme d'excrétion. La solution envisagée 2 la suite de ce travail, et au vu de ces résultats,
était de mesurer l'excrétion non pas dans l'eau du milieu, mais dans de l'eau pure sitdt aprés
I'heure de contact avec le milieu turbide. Cette solution simple permettrait de mesurer une
excrétion azotée, peut-€tre en dehors du contexte, mais dans des conditions parfaites
d'analyse. 11 faut souligner ici, que les concentrations volontairement élevées avec lesquelles
nous avons opéré, n'ont rien A voir avec celles du milieu, et que des travaux a concentrations
plus faibles, ne seraient pas aussi perturbantes pour l'analyse de l'azote ammoniacal. A
condition de respecter certaines précautions, la mesure du rapport O/N, nous parait étre un
indice intéressant dans le cas du suivi de la qualit¢é du milieu, que ce soit in situ, ou en
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‘laboratoire. Les travaux anglais de I'école de Plymouth (Bayne et al. 1985, Widdows et al.’
1984) ont pu montrer la faisabilité€ de cet indice, depuis souvent utilis€. L'appareillage utilisé

est commun dans les laboratoires. Sa mise en oeuvre nécéssite néanmoms une bonne
connaissance des animaux étudiés.
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Respiration iConcentration d'‘azote ammoniacal Rapport O/N
Site (mg d'oxygene/16) (uatg/1/14)

Argenton 0.0284 0.1936 | 128.6

0.0170 0.2021 73.6

0.0159 0.1764 78.86

0.0091 0.1166 68.35
i 0.0170 | 0.1324 112.43
0.0148 |  0.2366 T 8473

0.0148 | 0.1293  + 100.21

| 0.0057 | 0.0736 ' 67.85

i 0.0136 | 0.2207 ' 54.14

Moyenne | 0.0151 ! 0.1646 | 82.08

| | !

Antifer | 0.0182 ! 0.1193 ! 133.5

[ 0.0182 [ 0.1893 ! 84.25

' 0.0091 | 0.0814 | 97.89

i 0.0091 | 0.1528 | 52.17

i 0.0102 | 0.1957 | 45.86

I 0.0171 | 0.2178 ! 68.95

i 0.0080 | 0.1200 | 58.82

f 0.0046 | 0.1385 i 29.33

l 0.0284 | 0.2943 i 84.52

Movyenne | 0.0137 | 0.1677 { 72.81

Tableau 1: Résuitat des mesures du rapport O/N réalisées in situ.
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Concentration Consommation d'oxygéne | Excrefion ammoniacale |Rapport O/N
sédimentaire (g/l) ppm ppm/16 (natag/l) (patgri/14) (maxima)
50 0.2534 0.0158 >50 > 3.57 70.98
0.1705 0.0107 >50 '>3.57 47.75
0.1250 0.0078 >50 >3.57 35.00
0.0716 0.045 >50 >3.57 20.05
X X >50 >3.57 -
0.2341 0.0146 >50 >3.57 85.57
Moyenne 0.1709 0.0107 >50 >3.57 47.87
100 0.1023 0.0064 >50 >3.57 28.65
0.1364 0.0085 >50 >3.57 38.20
0.1386 0.0087 >50 >3.57 38.82
Moyenne 0.1258 0.0079 >50 >3.57 35.22

Tableau 2: Résultats des mesures du rapport O/N en présence de sédiment




