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Classe

Molécules

Dans les eaux

Dans les boues

Dans les extraits 

de POCIS ou 

SPMD

4-NP (Nonylphenols)

x

x

POCIS

4-t-OP (Octylphenols)

x

x

POCIS

4-NP1EO (Nonylphenols poly-ethoxylates)

x

x

POCIS

4-NP2EO (Nonylphenols poly-ethoxylates)

x

x

POCIS

Acides alkylphenol-polyethoxy-

phenoxyacetiques

x

x

POCIS

Bisphénol A

x

x

POCIS

Cirsee

Tertbutylphénol 

x

POCIS

Amoxicilline

x

POCIS

Amitriptiline

Ampicilline

x

POCIS

Oxacilline

x

POCIS

Cloxacilline

x

POCIS

Dicloxacilline

x

POCIS

Pénicilline G

x

POCIS

Pénicilline V

x

POCIS

Cefalexine

x

POCIS

Cefotaxime

x

POCIS

Ceftiofur

x

POCIS

Cefpodoxime

x

POCIS

Cefuraoxime

x

POCIS

Azithromycine

x

x

POCIS

Clarithromycine

x

x

POCIS

Erythromycine

x

x

POCIS

Josamycine

x

POCIS

Roxithromycine

x

x

POCIS

Spiramycine

x

POCIS

Tylosine

x

POCIS

Lincomycine

x

POCIS

Clindamycine

x

x

POCIS

Ciprofloxacine

x

x

POCIS

Enrofloxacine

x

x

POCIS

Marbofloxacine

x

POCIS

Norfloxacine

x

x

POCIS

Ofloxacine

x

x

POCIS

Acide pipémidique

x

x

POCIS

Acide oxolinique

x

x

POCIS

Fluméquine

x

x

POCIS

Tétracycline

x

x

POCIS

Oxytétracycline

x

x

POCIS

Chlortétracycline

x

POCIS

Doxycycline

x

x

POCIS

Sulfadiazine

x

x

POCIS

Sulfadiméthoxine

x

x

POCIS

Sulfamérazine

x

x

POCIS

Sulfaméthazine

x

x

POCIS

Sulfaméthizole

x

x

POCIS

Sulfaméthoxazole

x

x

POCIS

Sulfapyridine

x

POCIS

Sulfathiazole

x

x

POCIS

Sulfanilamide

x

POCIS

Triméthoprime

x

x

POCIS

Monensine

x

POCIS

Salinomycine

x

POCIS

Virginiamycine

x

POCIS

Chloramphénicol

x

POCIS

Thiamphénicol

x

POCIS

Bacitracine

x

POCIS

Rifampicine

x

POCIS

Métronidazole

x

x

POCIS

Alkyphénols

ISM-LPTC

ISM-LPTC

Antibiotiques
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I. Les procédés et sites ARMISTIQ sélectionnés pour une caractérisation fine dans le cadre du projet ECHIBIOTEB :

Les procédés et sites testés dans le cadre d'ECHIBIOTEB sont choisis parmi les campagnes réalisées et coordonnées dans ARMISTIQ.

I.1. Les procédés :

Initialement, 8 procédés ont été prévus d'être étudiés dans ECHIBIOTEB : 3 de traitement avancé intensif des eaux, 3 de traitement avancé extensif des eaux, 2 de traitement des boues. Les conditions optimales de fonctionnement pour l’élimination de micropolluants seront pré-sélectionnées dans le projet ARMISTIQ. 

* Evaluation des traitements avancés intensifs des eaux pour l’élimination de micropolluants :

L’approche adoptée consistera à comparer les performances d’élimination d'un procédé à pleine échelle (1 filière : ozonation couplée à du charbon actif) à celles de deux pilotes semi-industriels, mettant en œuvre des procédés potentiellement complémentaires (2 pilotes : oxydation avancée UV/ O3/ H2O2 et filtre à charbon actif, l'un en aval d'un bioréacteur à membrane, l'autre en aval d'une boue activée + filtre à sable). 

* Evaluation des traitements avancés extensifs des eaux pour l’élimination de micropolluants :
Les zones de dissipation végétalisées sont des écosystèmes complexes qui combinent des processus physiques (évaporation, sédimentation), chimiques (précipitation, dissolution, oxydation dans les zones aérées, réduction dans les zones de fermentation, photocatalyse) et biologiques (dégradation par les microorganismes, le plancton, les macrophytes) pour l’élimination de la pollution. Compte tenu d’une variation de leur activité au long des saisons, ces procédés seront étudiés sur une longue période de fonctionnement. Trois sites ont été pré-identifiés mettant en œuvre les procédés tertiaires recherchés : ouvrages à tranche d’eau permanente fonctionnant en étage tertiaire (lagune de maturation); prairie humide avec une partie infiltration dans le sol et une partie dans la rivière ; filtre planté de roseaux à écoulement horizontal. Plus compact mais autorisant de longs temps de séjour, ils peuvent être conçus avec des matériaux spécifiques adaptés à l’adsorption.

* Evaluation des procédés de traitement des boues :

Traitement biologique des boues : deux principaux procédés de stabilisation aérobie des boues vont être étudiés sur site, le compostage (combiné à une digestion anaérobie en amont) et les lits de séchage plantés de roseaux. Les lits plantés de roseaux sont des procédés de stabilisation des boues bien adaptés aux petites collectivités. Il est prévu d’étudier un site représentatif (en fonctionnement depuis plusieurs années) où les conditions opératoires seront déjà optimisées.

Au final, les procédés sélectionnés sont ceux décrits dans le tableau 1 à suivre.

I.2. Les sites :

Il s'agit des sites de :

· Bernières sur mer avec plusieurs types de traitements tertiaires intensifs (Calvados, cf figure1). Il n'est pas possible de tester pendant 1 mois le pilote d’oxydation avancée car la campagne ASE3-PA est programmée trop tôt, en juin 2011 et il est impossible de laisser le pilote sur place pendant 1 mois à une autre période. Pour la campagne d’1 mois sur le procédé de charbon actif, il est prévu de laisser le pilote sur place pour une campagne spécifique d’ECHIBIOTEB. Le charbon actif pourra être testé en l'état ou après renouvellement ;

· Montségur sur Lauzon (Bouche du Rhône), avec un traitement tertiaire extensif de type lagune ;
· Un site à définir avec un traitement tertiaire extensif de type cheminement ;

· Lyon Feyssine (Rhône), avec un traitement tertiaire extensif de type filtre planté de roseaux avec matériau adsorbant (pilote) ;
· Un site à définir avec un traitement des boues par compostage ;
· Bellecombe (Savoie), avec un traitement des boues par sécheur solaire ;
· Andancette (Drôme), avec un traitement des boues par lit de séchage planté de roseaux.
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Classe

Molécules

Dans les eaux

Dans les boues

Dans les extraits 

de POCIS ou 

SPMD

Estrone (E1) 

x

x

POCIS

17

a

-estradiol (Ea2) 

x

x

POCIS

17

b

-estradiol (Eb2) 

x

x

POCIS

Estriol (E3)

x

x

POCIS

Ethinylestradiol (EE2) 

x

x

POCIS

Hexachlorobenzène

x

SPMD

Hexachlorobutadiène

x

SPMD

Alpha  Hexacholorocyclohexane

x

SPMD

Beta hexacholorocyclohexane

x

SPMD

Gamma hexacholorocyclohexane (lindane)

x

SPMD

OP Dichlorodiphenyldichloroethylene

x

SPMD

PP Dichlorodiphenyldichloroethylene

x

SPMD

OP Dichlorodiphenyldichloroethane

x

SPMD

PP Dichlorodiphenyldichloroethane

x

SPMD

OP Dichlorodiphenyltrichloroethane

x

SPMD

PP Dichlorodiphenyltrichloroethane

x

SPMD

Atrazine

x

POCIS

Simazine

x

POCIS

Diuron

x

POCIS

Isoproturon

x

POCIS

Glyphosate

x

POCIS

AMPA

x

POCIS

Cirsee

Phtalate

DEHP

x

SPMD

PCB 28

x

SPMD

PCB 52

x

SPMD

PCB 101

x

SPMD

PCB 118

x

SPMD

PCB 138

x

SPMD

PCB 153

x

SPMD

PCB 180

x

SPMD

Naphtalène

x

x

SPMD

Acénaphtylène

x

x

SPMD

Acénaphtène

x

x

SPMD

Fluorène

x

x

SPMD

Phénanthrène

x

x

SPMD

Anthracène

x

x

SPMD

Fluoranthène

x

x

SPMD

Pyrène

x

x

SPMD

Benzo(a)anthracène

x

x

SPMD

Chrysène

x

x

SPMD

Benzo(b)fluoranthène

x

x

SPMD

Benzo(k)fluoranthène

x

x

SPMD

Benzo(a)pyrène

x

x

SPMD

Indenopyrène

x

x

SPMD

Dibenz(ah)anthracène

x

x

SPMD

Benzo(ghi)pérylène

x

x

SPMD

BDE 28

x

SPMD

BDE47

x

SPMD

BDE99

x

SPMD

BDE100

x

SPMD

BDE 119

x

SPMD

BDE153

x

SPMD

BDE154

x

SPMD

BDE183

x

SPMD

BDE209

x

SPMD

Hexabromocyclododecane

x

SPMD

Tetrabromobisphénol A

x

SPMD

PBB153

x

SPMD

Cirsee

Benzothiazole

x

SPMD

ISM-LPTC

ISM-LPTC

ISM-LPTC

ISM-LPTC

Hormones

Cemagref

Autres

PCB

HAP 

PBDE

ISM-LPTC

Cirsee

Cemagref

(sous-traitance)

Pesticides

Pesticides


Figure 1 : Schéma de la station de Bernières sur mer (Calvados). Les pilotes (en bleu et rouge) ne seront présents qu'à certaines périodes.

II. Le planning (provisoire) :

Les dates des campagnes, non encore définitivement calées, sont reportées dans le tableau 1. 

Les campagnes supplémentaires à ARMISTIQ, se déroulant sur 1 mois mettent en œuvre tous les outils ECHIBIOTEB y compris ceux des tâches 6, 7 et 8. 

Tableau 1 : Procédés, sites et planning des campagnes ECHIBIOTEB (version provisoire).
	Code campagne
	Site / Procédé étudié
	Date
	Type campagne
	Nombre échantillons
	En supp. à ARMISTIQ
	Remarques

	Eaux / Procédés intensifs

	ASE1-PA4
	Bernières sur mer, filtration sur sable + ozonation + pilote CA
	Mai/Juin 2011
	Sur 1 jour
	3 points (amont ozonation, entre ozonation et CA, aval pilote CA)
	Non
	

	ASE-PA-ECH1
	Bernières sur mer, filtration sur sable + ozonation + pilote CA
	Septembre/

Octobre 2011
	Sur 1 mois
	2 points (amont / aval  filtre CA)
	Oui
	

	ASE3-PA2
&
ASE3-PA3
	Bernières sur mer, filtration sur sable + oxydation avancée (pilote)
	Octobre 2011
	Sur 1 jour
	2 points (amont / aval oxydation)
	Non
	2 conditions d'oxydation seront testés => 2 campagnes

	ASE-PA-ECH2
	Bernières sur mer, filtration sur sable + ozonation
	Mars 2012
	Sur 1 mois
	2 points (en amont et en aval de l’ozonation)
	Oui
	

	ASE2-PA-ECH
	Région Paris, bioréacteur à membrane + oxydation avancée (pilote)
	Novembre 2011
	Sur 1 jour
	2 points (amont / aval oxydation)
	Non
	2 conditions d'oxydation seront testés => 2 campagnes

	Eaux / Procédés extensifs

	ACA5-PA1
	Site à définir, cheminement
	Juin 2012 

(à confirmer)
	Sur 1 jour
	2 points

(1 entrée + 1sortie)
	Non
	(date à voir avec JMC)

	ACA-PA-ECH1
	Lyon Feyssine, filtre planté roseaux avec matériau adsorbant (pilote)
	Avril/Mai 2012 (à confirmer)
	Sur 1 mois, à confirmer
	A définir

Si > 2 prévoir 2 campagnes distinctes


	Oui
	Choix du matériau à tester ? 

(date à voir avec JMC)

	ACA-PA-ECH2
	Montségur sur Lauzon, lagune
	Septembre 2012
	Sur 1 mois
	2 points

(1 entrée + 1sortie)
	Oui
	Vérifier si contraintes OK  (eau, électricité ?, présence d’1 personne sur site?, place pour échantillonneurs?)

	Boues

	ASE3-boue
	Bellecombes, sécheur solaire
	Mai 2011
	
	2 points

(entrée + sortie) + Boue état 0
	Non
	

	ASE5-boue
	Moulin sous Touvent , compostage
	Juin 2011
	
	2 points

(entrée + sortie)
	Non
	

	ACA2-boue
	Andancette, lit de séchage planté de roseaux
	2012 (à confirmer)
	
	2 points
	Non
	


III. Tests préliminaires aux campagnes ECHIBIOTEB :

A organiser avant les campagnes "officielles" du projet. Il s'agit ici de tester les outils ECHIBIOTEB sur les matrices du projet et de caler les protocoles d'échantillonnage et de mesure. 

Étant donné que dans tout le projet ECHIBIOTEB, TOUS les échantillons liquides sont prévus d'être testés après filtration (sauf pour les biotests in vivo ex situ et les échantillonneurs intégratifs in situ), aucun essai préliminaire n'est prévu sur la comparaison de tous les outils sur un même échantillon liquide avec et sans filtration. Pour rappel, dans tout le projet, la filtration sera réalisée sur filtre GFF Whatman 0,7 µm calciné.
1/ Pour les biotests in vitro (tâche 4) : 

Pour décider d'un protocole commun d'extraction des eaux, prévoir de comparer le résultat de biotests in vitro pour deux échantillons d'eau (i.e. entrée et sortie de traitement tertiaire, 2 sites différents) après a) extraction liquide/liquide (dichlorométhane) selon le protocole mis en œuvre par l'INERIS et l'EPOC-LPTC ; et b) après extraction sur phase solide HLB selon le protocole mis en œuvre par l'UMR8079 (OASIS HLB, élution au méthanol). Pour pouvoir comparer les 2 protocoles d'extraction, les volumes d'eaux testés (prise d'essai) devront être les mêmes: 250 mL pour entrée IIIaire et 500 mL pour sortie IIIaire.

Pour savoir si la filtration prévue des échantillons liquides modifie la réponse des biotests in vitro, ces essais préliminaires pourront être réalisés, quand c'est possible, sur eaux filtrées et aussi sur eaux brutes. Au total, le Cemagref devra préparer 12 extraits (sans compter les blancs), cf tableau 2.

Les blancs de biotests in vitro : Une eau de référence (eau d'Evian en bouteille verre, 250 mL) à inclure dans les préparation d'extraits pour biotests in vitro par Cemagref. A refaire pour chaque campagne.

Tableau 2 : Échantillons pour tests préliminaires avec biotests in vitro.

	
	Extraction liquide/liquide
	Extraction sur phase solide

	2 eaux d'entrée de IIIaire filtrées (250 mL), en triplicat
	X
	X

	2 eaux d'entrée de IIIaire brutes (250 mL), en triplicat
	X
	Pas possible

	2 eaux de sortie de IIIaire filtrées (500 mL), en triplicat
	X
	X

	2 eaux de sortie de IIIaire brutes (500 mL), en triplicat
	X
	Pas possible

	Total
	8 extraits en triplicat 

+ 1 blanc en triplicat
	4 extraits en triplicats 

+ 1 blanc en triplicat


Ces différents extraits seront soumis à tous les biotests in vitro, donc envoyés, par le Cemagref aux 3 laboratoires concernés.

Si pas de différence observée suite à ces tests préliminaires, l'extraction sur phase solide sera choisie pour tous les biotests in vitro. Pour certains échantillons, le protocole L/L pourra être pratiqué en doublon. 

Planning : étant donné que les premières campagnes commencent en juin 2011, il faudrait que les extraits d'échantillons (à préparer par le Cemagref) soient transmis aux laboratoires concernés par les biotests in vitro, avant fin avril 2011.

Questions en suspend : 

* Comment si possible extraire aussi les métaux ? Eletro-osmose à tester ? (procédé au Cirsee), CM et FS se renseignent en tenant au courant YL.

* Quel protocole d'extraction pour les boues ? A mûrir car pas d'expérience dans le consortium. Plusieurs propositions : ASE au dichlorométhane ou extraction à l'eau, ... Ce protocole d'extraction sera le même que celui mis en œuvre pour le test Microtox (in vivo), cf tests préliminaires prévus III.2.

Ce protocole doit être défini d'ici les premières campagnes, i.e. en mai 2011. Dans le cas contraire, les boues seront congelées.

* Quel protocole pour les échantillonneurs intégratifs ? A définir par les chimistes avant les premières campagnes.

2/ Pour les biotests in vivo (tâche 7) : 

- Pour les expérimentations ex situ, le niveau de toxicité et donc la ou les dilution(s) des eaux étudiées, sera(ont) définie(s) juste avant le début de chaque campagne (la semaine précédant le démarrage des campagnes). 

- Des essais pour roder le système d'exposition ex situ seront réalisés au premier semestre 2011. 

- Tests microtox (EPOC-LPTC) opérationnel, mais pas encore mis en oeuvre sur des boues, (pas de connaissance des niveaux de toxicité). Tests préliminaires à organiser à l'EPOC-LPTC (par JC) avant le début des campagnes pour tester cette réponse (pour décider dilution + test en boue contact, en flash ou en élutriat). Le Cemagref doit fournir des échantillons de boue. Besoin d'uniformiser ce protocole d'extraction des boues entre les tests Microtox et les biotests in vitro (pas besoin de le faire avec les tests mis en oeuvre par l'INERIS sur plante). 

Planning : Le Cemagref fournit des échantillons de boue à l'EPOC-LPTC en janvier et en mars 2011. J Cachot réalise ses tests et communique le plus rapidement possible sur ses résultats avec les partenaires réalisant les biotests in vitro afin de choisir un protocole définitif commun.
- Tests en laboratoire sur effluents (ceriodaphnies, algues et microtox) : avec et sans filtration (sur GFF Whatman 0,7 µm) + éventuellement avec et sans centrifugation (pour l'INERIS).

Planning : Le Cemagref fournit des échantillons d'eaux (entrée et sortie de IIIaire) à l'EPOC-LPTC et l'INERIS en janvier 2011. J Cachot et P Pandard réalisent leurs tests. Ces données serviront à argumenter le choix de travailler sur échantillons filtrés. Quoi qu'il en soit, au final, tous les échantillons d'eau du projet seront filtrés (sur GFF Whatman 0,7 µm calciné).
3/ Pour la démarche EDA (tâche 5) : 

- Des tests positifs et négatifs (par rapport aux activités in vitro testées) à faire pour vérifier que les extractions successives ne modifient pas les réponses. Ces tests sont à prévoir dans un deuxième temps (après obtention des résultats suite aux premières campagnes et identification d'échantillons positifs et négatifs).

- Des tests “NALGENE“ :

Rappel du contexte :

- Dans le projet ECHIBIOTEB, la démarche EDA sera réalisée dans un second temps, après sélection des sites et échantillons présentant un intérêt (i.e. bioactivité détectée par les premières campagnes). 
- Mais, nous sommes contraints de stocker les échantillons (eaux et boues) issus des campagnes sur pilote. En effet, nous ne pourrons pas revenir ultérieurement sur ces campagnes (les pilotes ne sont mis en place que temporairement). 

- Volume d'eau à stocker : 8 L dans des bouteilles en verre ambré. A conserver congelé. 

- Volume de boue à stocker : équivalent à 200 g sec. A conserver congelé. 

- Le stockage des eaux est fait à l’EPOC-LPTC, dans des flacons en NALGENE. Se pose la question de l’influence du NALGENE sur les biotests in vitro. 

Les références des flacons Nalgene utilisés par le LPTC sont les suivantes : Thermo Scientific, polyéthylène HDPE, ref M99443.

Tests à réaliser

- Test Adsorption : il s’agit de vérifier que le NALGENE n’entraîne pas des pertes de micropolluants par adsorption. Ce test sera réalisé sur un effluent secondaire non dopé. Des analyses chimiques ciblées et des biotests in vitro (ceux du projet ECHIBIOTEB) seront réalisés sur l’échantillon avant et après stockage pendant 2 à 3 mois. Il faut prévoir un triplicat d’analyse.

- Tests Blanc NALGENE : il s’agit de vérifier que le NALGENE ne relargue pas de composé modifiant la réponse aux biotests in vitro. Ce test sera réalisé sur une eau ultrapure (MilliQ). Des analyses chimiques ciblées et des biotests in vitro (ceux du projet ECHIBIOTEB) seront réalisés sur l’échantillon après stockage pendant 2 à 3 mois. Il faut prévoir un échantillon par campagne ECHIBIOTEB réalisée.

Planning et organisation

Ces tests se feront dans le cadre d’une thèse réalisée au sein de l’EPOC-LPTC en collaboration avec l’INERIS (Caroline Gardia-Parege).

Tests Adsorption : L’effluent sera prélevé (500 mL) dans les environs de Bordeaux par l’EPOC-LPTC. Le stockage et la première extraction seront réalisés à l’EPOC-LPTC. Les analyses chimiques ciblées seront réalisées par l’EPOC-LPTC, et des biotests in vitro par l’INERIS

Calendrier : fin 2011 - début 2012.

 - Test Blanc NALGENE : Les échantillons d’eaux ultrapure (500 mL) seront conditionnés dans le NALGENE sur le terrain et envoyés par le Cemagref à l’EPOC-LPTC. Le stockage et la première extraction seront réalisés à l’EPOC-LPTC. Les analyses chimiques ciblées seront réalisées par l’EPOC-LPTC et des biotests in vitro par l’INERIS

Calendrier : à chaque campagne ECHIBIOTEB.

Question en suspend :

- Décider du protocole à suivre pour la première extraction de la démarche EDA (réalisé à l’EPOC-LPTC).

IV. Organisation des campagnes ECHIBIOTEB :

Note : Arrivée des échantillons au plus tard les mercredi pour les biotests in vitro, les jeudi pour les analyses chimiques.

IV.1. Analyse de molécules cibles (tâche 2, resp. : M Coquery/Cemagref) :

- Cela concerne toutes les campagnes du projet (cf tab.1).

- Partenaires impliqués dans l'analyse : EPOC-LPTC, CIRSEE-SE, Cemagref

- Liste des molécules / type d'échantillon / partenaires impliqués : donnée en annexe 1. 

- Implication/responsabilité des 3 partenaires pour la préparation des extraits d'eaux et de boues avant analyse : cf annexe 2.

- Echantillons d'eaux : phase dissoute seulement.

- Volumes d'eau à prélever :
EPOC-LPTC : 4 L





CIRSEE-SE: 2x1L





Cemagref : 2x1L

- Transport et conservation des eaux avant extraction / analyse : transport réfrigéré des échantillons dans les 24h, flaconnage défini dans le projet ARMISTIQ, filtration dès réception dans les laboratoires, congélation possible pour EPOC-LPTC, extraction dans les 48h pour échantillons non congelés.

- Conditions de filtration des eaux : celles prévues dans ARMISTIQ, GFF Whatman 0,7 µm calciné.

- Quantité de boue à prélever (poids brut) :
EPOC-LPTC : 10 g sec







CIRSEE-SE: 20 g sec







Cemagref : 5 g sec

- Transport et conservation / préparation avant extraction / analyse des boues : transport réfrigéré des échantillons dans les 24h, flaconnage défini dans le projet ARMISTIQ, congélation dès réception dans les laboratoires puis lyophilisation avant analyse. 

Note : Les matrices pouvant interférer dans la mesure des concentrations en contaminants, nous prévoyons aussi de caractériser le carbone organique dissous (COD), la demande biologique et chimique en oxygène (DBO5, DCO), les paramètres physico-chimiques majeurs et la matière organique dissoute (par spectrofluorimétrie 3D) pour les eaux ; et le taux de matière sèche (MS) et le pourcentage de matières volatiles (MV) pour les boues.

___________________________________________________________________________

IV.2. Screening chimique (tâche 3, resp.: A Bruchet/CIRSEE-SE) :

- Cela concerne les échantillons d'eaux, boues et extraits d'échantillonneurs pour lesquels une bioactivité a été détectée dans la tâche 4, & IV.3 + les extraits EDA sélectionnés dans la tâche 5, & IV.4. A priori, il faudra prévoir le stockage des échantillons de toutes les campagnes ECHIBIOTEB. La sélection des échantillons sur lesquels il faudra réaliser le screening ne pourra se faire qu'à posteriori, dans une second temps.

- Partenaires impliqués : EPOC-LPTC (SPME-GC-HRMS(TOF), LC-HRMS(TOF)), CIRSEE-SE (GC2D-MS(TOF)).

- Implication/responsabilité des 2 partenaires pour la préparation des extraits d'eaux et de boues et d'échantillonneurs intégratifs avant analyse : cf annexe 2.

- Echantillons d'eaux : phase dissoute seulement.

- Volumes d'eau à prélever :
EPOC-LPTC : 4 L





CIRSEE-SE: 1L

- Transport et conservation des eaux avant extraction / analyse : transport réfrigéré des échantillons dans les 24h, flaconnage défini dans le projet ARMISTIQ, filtration dès réception dans les laboratoires, congélation possible pour EPOC-LPTC, extraction dans les 48h pour échantillons non congelés.

- Conditions de filtration des eaux : celles prévues dans ARMISTIQ, GFF Whatman 0,7 µm calciné.

- Quantité de boue à prélever (poids brut) :
EPOC-LPTC : 10 g sec







CIRSEE-SE: 20 g sec

- Transport et conservation / préparation avant extraction / analyse des boues : transport réfrigéré des échantillons dans les 24h, flaconnage défini dans le projet ARMISTIQ, congélation dès réception dans les laboratoires puis lyophilisation avant analyse.

- Nombre, transport et conservation / préparation des extraits EDA : cf tâche 5, & IV.4.

- Nombre, transport et conservation / préparation des échantillonneurs intégratifs : cf tâche 6, & IV.5.

___________________________________________________________________________

IV.3. Biotests in vitro (tâche 4, resp.: S Aït-Aïssa/INERIS) :

- Cela concerne toutes les campagnes du projet (cf tab.1).

- Partenaires impliqués / tests : cf tableau en annexe 3.

- Tests à appliquer sur eaux : Tous sauf TR.

- Tests à appliquer sur échantillonneurs intégratifs : Tous sauf TR.

- Tests à appliquer sur boues : Tous.

- Implication/responsabilité du Cemagref et de l'EPOC-LPTC pour la préparation des extraits d'eaux, de boue et d'échantillonneurs intégratifs avant bioanalyse : cf annexe 2. L'extrait envoyé aux 3 laboratoires réalisant les biotests in vitro, doit être le même, il faudra donc bien homogénéiser/mélanger l'extrait avant partage en 3. Le volume envoyé à chacun des 3 laboratoires devra être de 500 µL (évaporation des extraits dans les laboratoire Cemagref ou EPOC-LPTC). Les flacons seront en verre. Ces extraits seront pesés avant envoi de façon à vérifier qu'il n'y aura pas d'évaporation de solvant pendant le transport (ou ampoule scellée si possibilité). Prévoir d'envoyer des blancs d'extraction. 

- Echantillons d'eaux : phase dissoute seulement.

- Volumes d'eau à prélever :
INERIS : 1 L

EPOC-LPTC : 1 L





UMR8079 : 1 L

- Transport et conservation des eaux avant extraction / analyse : transport réfrigéré des échantillons dans les 24h, filtration dès réception dans les laboratoires Cemagref ou EPOC-LPTC, extraction dans les 48h et envoi aux partenaires INERIS, EPOC-LPTC, UMR8079. (flaconnage à préciser).

- Conditions de filtration des eaux : celles prévues dans ARMISTIQ, GFF Whatman 0,7 µm calciné.

- Quantité de boue à prélever (poids brut) :
INERIS : 1g sec







EPOC-LPTC : 1 g sec







UMR8079 : 1 g sec

- Transport et conservation / préparation avant extraction / analyse des boues : transport réfrigéré des échantillons dans les 24h, congélation dès réception dans les laboratoires Cemagref ou EPOC-LPTC, puis lyophilisation avant préparation et envoi aux partenaires INERIS, EPOC-LPTC, UMR8079. (flaconnage à préciser).

- Nombre, transport et conservation / préparation des extraits EDA : cf tâche 5, & IV.4.

- Nombre, transport et conservation / préparation des échantillonneurs intégratifs : cf tâche 6, & IV.5.

- Protocoles de préparation des extraits pour analyse par biotests in vitro : il doit être le même pour tous les biotests in vitro. Il sera défini lors de tests préliminaires à organiser entre les 3 laboratoires réalisant les biotests in vitro (cf III).

___________________________________________________________________________

IV.4. Démarche EDA (tâche 5, resp.: MH Devier/EPOC-LPTC) :
- Cela concerne les échantillons d'eaux, boues et extraits d'échantillonneurs pour lesquels une bioactivité a été détectée dans la tâche 4, & IV.3. La sélection des échantillons sur lesquels il faudra réaliser la démarche EDA ne peut se faire qu'à posteriori. Il faut prévoir le stockage des échantillons des campagnes ECHIBIOTEB mettant en jeu des pilotes. Pour les autres campagnes (hors pilote), on pourra organiser de nouvelles campagnes d'échantillonnage après sélection des sites présentant un intérêt. 

- Partenaires impliqués : EPOC-LPTC + ceux des tâches 3 (& IV.2), 4 (& IV.3) et 6 (& IV.5).

- Echantillons d'eaux : phase dissoute seulement.

- Volumes d'eau à prélever : Pour les campagnes avec pilotes, prélèvement a priori de 8 L dans des bouteilles en verre ambré. Pour les autres campagnes, pas de prélèvement a priori.

- Transport, conservation, stockage des eaux avant extraction / analyse : transport réfrigéré dans les 24h, filtration dès réception à l'EPOC-LPTC, conservation par congélation, stockage à l'EPOC-LPTC et extraction après décongélation.

- Conditions de filtration des eaux : celles prévues dans ARMISTIQ, GFF Whatman 0,7 µm calciné.

- Quantité de boue à prélever (poids brut) : 200 g sec.

- Transport, conservation, stockage des boues avant extraction / analyse : transport réfrigéré dans les 24h, conservation par congélation, stockage à l'EPOC-LPTC et extraction après décongélation (lyophilisation non adaptée). 

- Nombre d'échantillonneurs intégratifs : compter 3 échantillonneurs POCIS et 3 échantillonneurs SPMD.

- Transport, conservation, stockage des échantillonneurs intégratifs avant extraction / analyse : transport réfrigéré dans les 24h, conservation par congélation, stockage à l'EPOC-LPTC et extraction après décongélation.

- Après fractionnement EDA, mode et précautions de préparation des extraits (issus des eaux, boues et échantillonneurs) pour nouvelle analyse par biotests in vitro et screening chimique : l'EPOC-LPTC les envoie tels quels aux laboratoires qui les évaporent à sec et les remettent dans des solvants compatibles avec leur méthodes d'analyse. Prévoir des blancs solvants, des blancs de protocoles, des blancs solvants, et des témoins positifs.
___________________________________________________________________________

IV.5. Échantillonnage intégratif (tâche 6, resp.: H Budzinski/EPOC-LPTC) :

- Cela concerne les quatre campagnes supplémentaires à ARMISTIQ, organisées sur 1 mois, liées aux tâches 6, 7 et 8 et qui seront programmées au 2ème semestre 2011

- Durées d'exposition prévues pour analyses chimiques ciblées : Une seule durée en triplicat (14 j pour les POCIS et 28 j pour les SPMD). Voir si possible de faire une cinétique pour quelques familles de molécules (hormones et bêtabloquants).

- Nombre d'échantillonneurs pour les analyses chimiques ciblées : Au total, on décompte 11 familles chimique avec POCIS et 7 avec SPMD (d'après la liste des molécules en annexe 1). Pour limiter le nombre d'échantillonneurs exposés, il faut regrouper certaines familles comme décrit dans le tableau 3 suivant :

Tableau 3 : Type d'échantillonneur intégratif en fonction des familles chimiques échantillonnées.

	Groupes de familles 
	SPMD
	POCIS

	Hormones, bêtabloquants
	
	X

	AKP (dont terbutylphénol analysé par Cirsee)
	
	X

	Anticancéreux, antiviraux, médicaments courants (dont iopromide analysé par Cirsee)
	
	X

	Antibiotiques
	
	X

	Triazines urées analysées par Cirsee, 
	
	X

	Pesticides organochlorés, PCB, PBDE, DEHP (analysé par Cirsee)
	X
	

	HAP, autres dont benzothiazole
	X
	


Il faut un blanc terrain non exposé, par groupe de famille.

Il faudra prévoir le même nombre d'échantillonneurs avant et après le procédé étudié.

Décompte du nombre d'échantillonneurs pour analyses chimiques ciblées (sur 1 point d'échantillonnage) :

POCIS exposés : 5 x 3

SPMD exposés : 2 x 3

Blanc POCIS : 5

Blanc SPMD : 2

- Nombre d'échantillonneurs (SPMD et POCIS) par campagne pour tâche 3, 4 et 5 : 1 pour screenings chimiques (tâche 3), 1 pour biotests in vitro (tâche 4), 1 pour démarche EDA (tâche 5), et 3 blancs.

- Partenaires impliqués : Cemagref et EPOC-LPTC pour l'échantillonnage + les partenaires des tâches 2 à 5 pour les analyses chimiques et biologiques.

- Liste des molécules cibles / type d'échantillonneur / partenaires impliqués pour l'analyse chimique donnée en annexe 1.

- Implication/responsabilité du Cemagref et de l'EPOC-LPTC pour la préparation des extraits d'échantillonneurs intégratifs avant analyses chimiques et biologiques : cf annexe 2.

- Transport, conservation / préparation avant extraction / analyse des échantillonneurs : transport réfrigéré dans les 24h, congélation dès réception dans les laboratoires Cemagref ou EPOC-LPTC, extraction après décongélation.

- Protocoles de préparation des extraits pour analyse chimique ciblée :

Pour POCIS : cf protocoles Cemagref pour les analyses ciblées Cemagref, cf protocoles EPOC-LPTC pour les analyses ciblées EPOC-LPTC, à décider pour les analyses chimiques du CIRSEE.


Pour SPMD : idem.

- Protocoles de préparation des extraits pour analyse chimique par screening :


Pour POCIS : Elution avec un mélange dichlorométhane / méthanol.


Pour SPMD : à décider pour les screening du CIRSEE.

- Protocoles de préparation des extraits pour analyse par biotests in vitro :


Pour POCIS : Elution avec un mélange dichlorométhane / méthanol


Pour SPMD : à décider.

- Protocoles de préparation des extraits pour démarche EDA :


Pour POCIS : Elution avec un mélange dichlorométhane / méthanol


Pour SPMD : à décider.

- Analyse des eaux (phase dissoute) en parallèle : à J0, J14, J28, paramètres analysés : molécules cibles, température, agitation, COD, pH, conductivité, débit, température, pluviométrie. Il faut mesurer le taux de MES et le COT aussi (phase totale).

Questions en suspend :

Décider d'un protocole d'extraction des échantillonneurs :

· POCIS et SPMD pour les analyses chimiques ciblées réalisées au CIRSEE ;

· SPMD pour les screening chimiques réalisés au CIRSEE ;

· SPMD pour les biotests in vitro ;

· SPMD pour la démarche EDA.

___________________________________________________________________________

IV.6. Biotests in vivo (tâche 7, resp.: O Geffard/Cemagref) :

- Cela concerne les quatre campagnes supplémentaires à ARMISTIQ, organisées sur 1 mois, liées aux tâches 6, 7 et 8 et qui seront programmées au 2ème semestre 2011. 

- Durée maximum des campagnes in situ : 1 mois (28 jours)

- Les partenaires impliqués / type de tests / mesure en labo ou ex situ / types d'échantillons : cf tableau en annexe 4.

- Conditions d'exposition ex situ (taux d'oxygène, physico-chimie, lumière, température, débit, dilution des eaux, …) des organismes en fonction des tests :

2 températures différentes testées : 21 et 12 °C

Photopériode : 16h jour/8h nuit

Physico-chimie : pH autour de 7

Débit : 30L/h, non limitant

Oxygénation artificielle (par bullage)

Prévoir 1 contrôle qualité : une eau de référence, O Geffard transmet à J Cachot les informations sur la physico-chimie de cette eau.

Besoin d'1 loupe binoculaire sur une paillasse pour observation des embryons.

Campagnes au printemps et/ou automne. Eté et hiver interdits.

On part sur 3 dilutions d'eaux usées à tester.

- Configuration du système d'exposition ex situ : 

Prévoir d'étudier simultanément les effluents en amont et aval du traitement. Les tests seront réalisés dans un box (2x6m). Les organismes biologiques, encagés ou non, seront placés dans des aquariums (ou béchers) alimentés en continu (système de surverse). La régulation de la température sera réalisée avec un (ou plusieurs) bain(s) marie dans le(s)quel(s) seront placés les aquariums (ou béchers).

Dilution de l'effluent à prévoir avec de l'eau de forage (FOS). Eau à transporter dans des containers en verre. Dilution à définir avant les campagnes (par essais sur site la semaine précédent la campagne).

Oxygénation : prévoir un système de bullage.

Il faut un contact avec l'exploitant très fort (alerte si dysfonctionnement de la station). Il ne faut pas plusieurs campagnes en même temps.

Il faut de l'électricité pour brancher lampes, groupe froid, …

Il faut une arrivée d'eau potable pour les bains marie.

- Contraintes de mise en œuvre des tests en laboratoire, tableau 4 : 

Tableau 4 : Contraintes de mise en œuvre des biotests in vivo en laboratoire.
	
	EPOC-LPTC
	INERIS

	
	Tests sur eaux

	Volume d'échantillon
	5-10 mL
	6 L 

(flacons verres sans espace de tête)

	Transport
	Réfrigéré, dans les 24h

	Filtration (GFF Whatman 0,7 µm)
	A définir selon résultats des tests préliminaires

	Centrifugation
	A définir selon résultats des tests préliminaires

	Stockage / conservation
	
	

	Délai de réalisation des tests
	
	

	
	Tests sur boues

	Volume d'échantillon
	50 g humide de boue
	10 kg

	Transport
	Indéterminé
	Dans flacons en plastique  (PET)

	Brutes ou lyophilisées
	Brutes
	Brutes

	Stockage /conservation
	Congélation
	Non

	Délai de réalisation des tests
	Indéterminé
	Dès réception des boues


Remarques : Le test Microtox avec les boues est à rapprocher des biotests in vitro plus que des tests sur plante de l'INERIS.

Note : prévoir des boue pour test chironome en plus possible (B Ferrari, Cemagref Lyon), mêmes conditions que Pascal Pandard.

Questions en suspend :

Tests en laboratoire : Décider d'un protocole d'extraction des boues pour le Microtox.

___________________________________________________________________________

IV.7. Tests matière organique dissoute (tâche 8, resp.: Y Dudal/ENVOLURE) :

- Cela concerne les quatre campagnes supplémentaires à ARMISTIQ, organisées sur 1 mois, liées aux tâches 6, 7 et 8 et qui seront programmées au 2ème semestre 2011. 

- Nombre et type d'échantillons : Eaux filtrées (GFF Whatman 0,7 µm calciné), prélèvement avant et après traitement avancé des eaux, à J0, J14, J28, 24 eaux au total.

- Molécules sélectionnées pour le développement du test microplaque in situ : elles doivent être fluorescentes, toxiques et présentes dans les effluents III aires (cf. résultats AMPERES). 

Il faut un ou deux représentant(s) pour chaque famille de micropolluants, liste proposée : le bisphénol A, la ciprofloxacine (ou la norfloxacine), la sulfamethoxazole, le 5-fluorouracil, le propanolol (ou l'aténolol), la carbamazepine ou le diclofenac (sous forme de carbazole acetique), l'estradiol, le pyrene (ou benz(a)pyrène).

Les premiers essais de développement du test commenceront avec la carbamazepine étant donné ses longueurs d'onde bien distinctes de la MOD. La carbamazepine pourra servir pour concevoir le protocole du test.
- Mesures sur site à organiser.

___________________________________________________________________________

V. Dénomination des échantillons

Pour les échantillons communs au projet ARMISTIQ, le même nom d’échantillon sera utilisé (AMQ-XXX). Pour les autres campagnes, le même principe de code que celui adopté pour le projet ARMISTIQ sera utilisé (ECH-XXX).

VI. Personnes ressources du projet :

- Coordination du projet : C Miège

- Adjoint coordination du projet : F Serveto

- Responsables des tâches ECHIBIOTEB :

Tâche 1 (coord. Cemagref, C Miège) : Coordination du projet et harmonisation des méthodes

Tache 2 (coord. Cemagref, M Coquery) : Caractérisation chimique ciblée des eaux et boues avant et après traitement

Tâche 3 (coord. CIRSEE Suez Environnement, A Bruchet) : Méthodologies innovantes pour le screening chimique et l'identification de molécules nouvelles dans les eaux et boues avant et après traitement

Tâche 4 (coord. INERIS, S Aït-Aïssa) : Bioanalyse - Recherche de composés biologiquement actifs dans les eaux et boues avant et après traitement à l’aide de bioessais in vitro

Tâche 5 (coord. EPOC-LPTC, M-H. Devier) : Amélioration de la détection des fractions toxiques par la méthode EDA (effect-directed analyses

Tâche 6 (coord. EPOC-LPTC, H Budzinski) : Application des échantillonneurs intégratifs pour la concentration et la quantification des micropolluants dans les eaux avant et après traitement

Tâche 7 (coord. Cemagref, O Geffard) : Evaluation de la toxicité des eaux et boues avant et après traitement à l’aide de bioessais in vitro

Tâche 8 (coord. ENVOLURE, Y Dudal) : Caractérisation in situ des interactions entre matière organique et micropolluants dans les eaux avant et après traitement 

Tâche 9 (coord. Cemagref, C Miège) : Synthèse, exploitation concertée des résultats et valorisation
- Personne responsable du site web ECHIBIOTEB : F Serveto

Prévoir un espace avec accès restreint aux partenaires pour partage de documents. 

Prévoir une espace ouvert pour communication sur le projet.

- Personnes ressources terrain pour les campagnes sur 1 mois (tâches 6, 7 et 8) :

Dans le tableau ci-dessous sont reportés des noms de personnes sans les engager à être présents à toutes les campagnes ni sur 1 mois, mais potentiellement disponibles si besoin.

	Outils
	Cemagref
	EPOC-LPTC
	INERIS
	ENVOLURE

	Echantillonnage intégratif
	N Morin

R Jacquet
	A voir
	/
	/

	Biotest in vivo
	O Geffard

 H Quéau
	J Cachot

C Clérandeau

A Pichon
	/
	/

	Test MOD
	F Serveto

C Miège
	/
	/
	Y Dudal




- Personnes ressources laboratoire :

	Rôle
	Cemagref
	CIRSEE-SE
	EPOC-LPTC
	INERIS
	UMR 8079
	Envolure

	Organisation arrivée et répartition des échantillons
	C Miège

Ph Bados (hormones)

S Schiavone (bêtabloquants)

F Serveto

S Bazergue

M Coquery

L Dherret
	A Bruchet

M Esperanza

N. Noyon

C Gogot
	H Budzinski

K Le Menach

J Cachot
	S Ait Aissa

P Pandard

E Maillot-Marechal

L Chancerelle
	Y Levi

L Oziol

S Karolak
	

	Analyses des molécules cibles organiques
	M Coquery

L Dherret
	A Bruchet

M Esperanza

N. Noyon

C Gogot
	H Budzinski

K Le Menach

MH Devier
	
	Y Levi

L Oziol

S Karolak
	

	Analyses des métaux cibles 
	M Coquery

L Dherret
	
	
	
	
	

	Biotests in vitro
	
	
	
	S Ait Aissa

E Maillot-Marechal
	Y Levi

L Oziol

S Karolak
	

	Biotests in vivo
	
	
	J Cachot

C Clérandeau
	P Pandard

L Chancerelle
	
	

	Tests MOD
	
	
	
	
	
	Y Dudal

N Pautremat


Annexes

Annexe 1 : Liste des molécules ciblées dans le projet ECHIBIOTEB
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Les micropolluants organiques : 

[image: image4.wmf]Laboratoire

Classe

Molécules

Dans les eaux

Dans les boues

Dans les extraits 

de POCIS ou 

SPMD

5-Fluorouracil

x

POCIS

Daunorubicine

x

x

POCIS

Doxorubicine

x

POCIS

Epirubicine

x

POCIS

Ifosfamide

x

x

POCIS

Cyclophosphamide

x

x

POCIS

Docetaxel

x

POCIS

Methotréxate

x

x

POCIS

Tamoxifen

x

x

POCIS

Gemcitabine

x

POCIS

Abacavir

x

POCIS

Indinavir

x

POCIS

Lamivudine

x

POCIS

Nelfinavir

x

POCIS

Nevirapine

x

POCIS

Ritonavir

x

POCIS

Saquinavir

x

POCIS

Stavudine

x

POCIS

Zidovudine

x

POCIS

Sildenafil

x

POCIS

Oxprénolol 

x

POCIS

Métoprolol 

x

POCIS

Timolol 

x

POCIS

Propranolol 

x

x

POCIS

Nadolol 

x

POCIS

Bêtaxolol 

x

POCIS

Bisoprolol 

x

POCIS

Acébutolol 

x

x

POCIS

Aténolol 

x

x

POCIS

Sotalol 

x

POCIS

Caféine

x

x

POCIS

Carbamazépine

x

x

POCIS

Diazépam

x

x

POCIS

Nordiazépam

x

x

POCIS

Amitriptyne

x

x

POCIS

Doxepine

x

x

POCIS

Imipramine

x

x

POCIS

Ibuprofène

x

Pb

POCIS

Paracétamol

x

x

POCIS

Kétoprofène

x

Pb

POCIS

Naproxène

x

Pb

POCIS

Aspirine

x

Pb

POCIS

Diclofénac

x

Pb

POCIS

Gemfibrozil

x

Pb

POCIS

Clenbutarol

x

x

POCIS

Salbutamol

x

x

POCIS

Terbutaline

x

x

POCIS

Théophylline

x

x

POCIS

Alprazolam

x

x

POCIS

Bromazépam

x

x

POCIS

Fluoxétine

x

x

POCIS

Acide fenofibrique

x

Pb

POCIS

Cirsee

Iopromide

x

POCIS

Cemagref

Médicaments 

courants

ISM-LPTC

ISM-LPTC

ISM-LPTC

Anticancéreux

Antiviraux

Bêtabloquants

 

 Pb : problèmes d'interférences chromatographiques.

Les micropolluants métalliques : Titane, Chrome, Nickel, Cobalt, Cuivre, Zinc, Arsenic, Cadmium, Plomb, Uranium dans les eaux et boues ; Mercure et Argent dans les boues seulement.

Annexe 2 : Répartition des tâches pour la préparation des extraits des échantillons pour analyses chimique (ciblée ou screening) et les biotests in vitro

	
	Préparation des extraits d'eaux et boues pour analyse chimique
	Préparation des extraits d'eaux et boues pour biotests in vitro
	Préparation des extraits d'échantillonneurs intégratifs pour analyse chimique
	Préparation des extraits d'échantillonneurs intégratifs pour biotests in vitro

	Cemagref
	Pour molécules cibles Cemagref
	Pour biotests INERIS, EPOC-LPTC et UMR8079
	Pour molécules cibles Cemagref
	/

	CIRSEE
	Pour molécules cibles et screening CIRSEE
	/
	/
	/

	EPOC-LPTC
	Pour molécules cibles et screening EPOC-LPTC
	/
	Pour molécules cibles CIRSEE et EPOC-LPTC
	Pour biotests INERIS, EPOC-LPTC et UMR8079


Annexe 3 : Synthèse des essais in vitro cellulaires et bactériens qui seront mis en œuvre pour la biodétection de composés perturbateurs endocriniens, dioxin-like et génotoxiques dans les échantillons.

	Mécanismes ciblés
	Essais in vitro (réf.)
	Mesure finale du test
	Exemples de polluants environnementaux détectés
	Partenaire

	Récepteur des œstrogènes (ER)
	Cellules MELN (Pillon et al, 2005)
	Activité luciférase
	Stéroïdes naturels (E1, E2, E3) et synthétiques (EE2), alkyphénols, bisphénol A, certains pesticides organochlorés… 


	UMR8079

	Récepteurs des hormones thyroïdiennes (TR)
	Cellules PC-DR-LUC (Jugan et al, 2007)
	Activité luciférase
	TBBPA, halophénols, PBDE, HAP 


	

	Récepteurs des androgènes (AR) et des glucocorticoïdes (GR)


	Cellules MDA-kb2 (Wilson et al, 2002, Kinani et al. 2010)
	Activité luciférase 
	Androgènes : testosterone, trenbolone

Anti-androgènes : pesticides, alkylphénols, bisphénol A

glucocorticoides : pharmaceutiques de type corticostéroïdes (dexamethasone, cortisone,…) 

	INERIS

	Récepteur de la dioxine (AhR)
	Cellules PLHC-1 (Louiz et al, 2008, Kinani et al. 2010)
	Activité EROD
	Dioxines et dioxin-like, HAPs, PCBs coplanaires…

	

	Génotoxicité
	SOS Chromotest (Quillardet et al., 1982)
	Induction du gène SfiA
	Génotoxiques et pro-génotoxiques : HAP, HAP nitrés, amines aromatiques, nitrosamines, certains pesticides et solvants  organochlorés, métaux lourds, anticancéreux
	EPOC-LPTC


Annexe 4 : Synthèse des essais in vivo qui seront mis en œuvre pour l'évaluation de la toxicité des eaux et des boues avant et après traitement

	Bio-test
	Laboratoire/ex situ
	Compartiment
	Référence
	Durée
	Réponses étudiées
	Partenaire

	Bactérie Vibrio fisheri (Test Microtox)
	laboratoire
	Effluent / Eluat de boue
	NF EN ISO 11348-3
	1h
	Toxicité aiguë (réduction de la bioluminescence)
	EPOC-LPTC

	Micro-algue Pseudokirchneriella subcapitata
	laboratoire
	Effluent / Eluat de boue
	NF EN ISO 8692
	3j
	Croissance de la population
	INERIS

	Ceriodaphnia dubia
	laboratoire
	Effluent / Eluat de boue
	NF ISO 20665
	7j
	Reproduction
	INERIS

	Avoine
	laboratoire
	Boue
	ISO /DIS 11269-1
	4j
	Elongation racinaire
	INERIS

	Avoine / cresson
	laboratoire
	Boue
	NF ISO 11269-2
	18j
	Emergence et croissance des parties aériennes
	INERIS

	Gammare 

G.fossarum
	Ex situ
	Effluent 
	Geffard et al. accepted

Xuereb et al., 2009
	30j
	Survie

Croissance

Reproduction

Taux d’alimentation
	Cemagref

	Insecte

Chironomus riparius
	Ex situ
	Effluent
	AFNOR

T90-339-1
	30j
	Survie

Croissance

Emergence
	Cemagref

	Mollusque

Potamopyrgus antipodarum
	Ex situ
	Effluent
	Duft et al., 2007
	30j
	Survie

Croissance

Reproduction
	Cemagref

	Embryons et larves du Poisson Oryzias latipes
	Ex situ
	effluent
	Cachot et al., 2007


	20 à 30 j
	Survie, croissance, taux d’éclosion, durée du développement,

malformations, dommages à l’ADN
	EPOC-LPTC


Sortie tertiaire STEP





Sortie secondaire





Eau usée entrée brute





Mer (manche)





Oxydation avancée (pilote)


UV-H2O2-O3





Filtre à charbon actif (pilote)





Ozonation





Filtre à sable





Boues activées aération prolongée
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