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Au Japon, I'opinion publique est devenue tres méfiante vis-a-
vis des installations de gestion et de traitement des déchets, en
particulier les centres de stockage de déchets ultimes. Le projet
présenté ici vise a développer une nouvelle méthodologie,
reposant sur des bioessais de toxicité et qui permettrait de
surveiller les risques d'impacts liés au fonctionnement de ces
sites, et principalement ceux liés aux lixiviats. Une batterie de
bioessais a été proposée et testée avec une méthode des
scores qui permet de caractériser les effets toxicologiques des
lixiviats bruts et traités. Les résultats obtenus montrent que les
effets toxiques révélés ne sont pas systématiquement corrélés
a la salinité et au contenu en métaux lourds des lixiviats. En
complément des analyses chimiques, une méthodologie basée
sur une batterie de bioessais peut alors étre proposée comme
outil fiable et économique de gestion des centres de stockage
de déchets ultimes.

The objections of residents, who suspect that solid waste
treatment and disposal facilities emit hazardous substances
into surrounding areas, make it difficult to construct and
operate these facilities all over Japan.We discuss herein some
issues and perspectives regarding the application of toxicity
tests to solid waste management, especially to the monitoring
of leachate from waste disposal sites.VVe investigated various
toxic potencies and attempted simple scoring of the results
for risk management and risk communication to citizens.
The data of control experiments and chemical analysis showed
that the toxicities observed in leachates weren’t derived
from salinity and heavy metals alone. Our scoring results
demonstrate the feasibility of a biotest battery for practical use.

INTRODUCTION

Au Japon, I'opinion publique est devenue de plus en plus
exigeante vis-a-vis des projets d'ouverture et des conditions de
gestion des sites d'enfouissement de déchets. Les débats publics
expriment les inquiétudes concernant les risques écologiques
et sanitaires liés a ces projets. Généralement, les méthodes de

gestion des risques sont principalement basées sur I'évaluation
de la dangerosité des déchets admis sur le site d'enfouissement,
sur le contréle des effluents liquides et gazeux générés pendant
la durée d'exploitation, et sur une période de surveillance
nécessaire apres fermeture du site. Les lixiviats, qui contiennent
une large part de la charge toxique et écotoxique, font I'objet
d'une surveillance particuliere et subissent des traitements
spécifiques. Les réglementations en vigueur exigent un grand
nombre d'analyses chimiques, mais ne concement en réalité qu'une
faible partie des substances toxiques susceptibles d'étre présentes
dans les lixiviats. Cette approche ne permet donc pas d'obtenir
une évaluation du risque global, malgré le colt important lié a la
mise en ceuvre d'un dispositif expérimental lourd et complexe.
Les bioessais permettent d'évaluer 'écotoxicité d'un effluent
aqueux en mesurant les effets toxiques sur des organismes
vivants. lls peuvent, mieux que des analyses chimiques, rendre
compte de la réalité d'effets cumulatifs ou synergiques, y compris
ceux qui résulteraient de substances indécelables car a I'état de
traces. Les bioessais ne sont cependant pas requis par les
réglementations environnementales au Japon, et aucun protocole
n'est actuellement standardisé. L objectif de I'étude présentée
est de démontrer la faisabilité de la mise en ceuvre d'une
batterie de bioessais qui permettrait de contréler efficacement
la qualité écotoxique des lixiviats et de servir d'outil pour la
gestion des centres d'enfouissement. Les résultats obtenus
doivent pouvoir permettre de concevoir une telle batterie
d'essais, de développer une grille d'interprétation des résultats
obtenus, de démontrer la pertinence et la fiabilité de la
méthodologie ainsi mise au point, avant de la soumettre au
jugement des responsables de la gestion des sites
d'enfouissement et aux autorités de tutelle.

Cet article présente un projet d'une durée de trois ans
(2001-2003) : « An Early Warning System for Chemical Risk
Management of Landfill sites with Batteries of Biotests in Japan
». A lissue du projet, les outils et méthodologies développés
doivent permettre une amélioration du contréle du risque
d'impact écotoxique lié aux fonctionnement des sites
d'enfouissement.
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MATERIEL ET METHODES

Echantillonnage

Des lixiviats bruts et des effluents traités ont été collectés. Les
échantillons ont été prélevés dans des réservoirs de rétention des
lixiviats et en sortie des installations de traitement des lixiviats dans
six centres d'enfouissement de déchets municipaux et/ou industriels,
tous munis de systémes d'étanchéité, de captage et de traitement
des lixiviats. Les échantillons ont été conservés au laboratoire a une
température de 4 °C jusqu'a leur utilisation uftérieure.

Bioessais et analyses chimiques

Diverses évaluations de la toxicité ont été réalisées : toxicité
aigué, génotoxicité, biomarqueurs, cytotoxicité, pour les lixiviats
bruts et traités (tableau ).

Les échantillons ont été filtrés et le pH a été ajusté a une
valeur comprise entre 7 et 8. Des analyses chimiques ont aussi
été conduites sur les mémes échantillons : paramétres usuels
de la qualité de I'eau, contenus en métaux lourds et quelques
composés organiques. La combinaison des résultats des bioessais
et des analyses chimiques a permis d'obtenir une information
utile pour évaluer limpact potentiel des lixiviats et effluents sur
la qualité des eaux au voisinage des centres d'enfouissement.

Développement d’'un systeme d'alerte précoce basé sur des bioessais

Méthode des scores

Pour établir une batterie optimisée de bioessais, nous avons
procédé a un classement hiérarchisé des résultats de ceux-ci. Les
résultats des essais expérimentaux doivent conduire a la formulation
dun score qui permette un classement selon une grille d'évaluation
prédéfinie. Nous proposons une grille comportant deux critéres
et trois niveaux pour chacun d'entre eux (tableau 2).

Le score de niveau | signifie que I'échantillon n'a pas d'effet
toxique significatif : pour les critéres de génotoxicité ou
I'induction de biomarqueurs, ce score signifie que I'échantillon
n'a pas d'effet significatif au risque p < 0,05, alors que pour la
cytotoxicité, il signifie que I'échantillon non dilué ne permet
pas d'atteindre la CE5O.

RESULTATS ET DISCUSSIONS

Les scores de toxicité obtenus a l'issue des bioessais réalisés
sur 14 échantillons sont présentés dans le tableau 3. Le niveau
3 est atteint pour quelques bioessais pour tous les lixiviats
bruts, alors que les concentrations en éléments toxiques (en
particulier les métaux lourds), déterminées par I'analyse
chimique, ne sont pas les plus élevées. La méthode basée sur
les bioessais permet dans ce cas d'obtenir une information sur

Test name Test organisms or test details REFERENCE
Hep G2: survival Human hepatocellular carcinoma cell lines Scheers et al. 2001
NB-: survival Human neuroblastoma cell lines Ekwall et al. 1998

Bacteria:umu -test(-S9)
Bacteria:umu -test(+59)
Goldfish: Comet
Mussel: Comet
Goldfish:MN (blood)
Goldfish: MN(gill)

Salmonella typhimurium TA1535/pSK 1002
Alkaline single cell gel (comet) assay

micronucleus test

Oda et al. 1985
Pandrangi et al. 1995

Tanisho et al. 1998

Mussel: phagocytosis
Medaka: EROD

Mytilus
Cytochrome P450 IA(CYPIA)induction

Wan et al .1993
Whyte et al. 2000

Lettuce: root length
Lettuce: germination

Lactuca sativa
Lactuca sativa

Medaka:Vitg Vtelloghenin (Vtg) induction Sumpter et al. 1995
Mussel: lethality Mytilus /

FETAX Frog Embryo Teratogenesis Assay — Xenopus( FETAX) Annual Book of ASTM Standards
Medaka: lethality OECDTG203 /

Thamno: lethalit Thamnotoxkit F (Thamnocepharus platyurus ) Persoone et al. 1998
Algae: cell growth

Algae: cell growth Selenastrum capricornutum(NIES35)OECD TG20 /

Algaltox: cell growth TOXKIT Algal beads (Selenastrum capricornutum) /

Duckweed: frond growth Lemna minor 1769 OECD TG22 | OECD 2000

Wong et al. 1987
Wong et al. 1990

ToxAlert: luminescence

ToxAlert 100 system (Vibrio fischeri NRRL B-11177)

/

Table | : Bioassays used in the project

Genotoxicity , Biomarker Score
0.05< p 1
0.01< p<0.05 -

p<0.01 3

Table 2 : Scoring designs of test results for a biotest battery

Cytotoxicity , Ecotoxicity

Score

EC50,LC50 > 100%

1

100%> EC50,LC50 >10%

10% > EC50,LC50

(EC50 : Median effective concentration ; LC50 : Median lethal concentration)
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Endpoint  Test name \ Sample name

A1 A2 C1 C2 D1 D2 D3 D4 E1 E2 F1 F2 G1 G2

Hep G2: survival
NB-1: survival
Bacteria:umu -test(-S9)
Bacteria:umu -test(+S9)
Genotoxicity Goldfish: Comet
Mytilus: Comet
Goldfish: MN: blood
Goldfish: MN: gill
Mytilus: phagocytosis
Biomaker  Medaka: EROD
Medaka: Vig
Mytilus: lethality
Acute FETAX
lethality Medaka: lethality
Thamno: lethality
Algae: cell growth
Algae: cell growth
Groth Algaltox: cell growth
inhibition  Duckweed: frond growth
Lettuce: root length
Lettuce: germination
Inhibition _ ToxAlert: luminescence

Cytotoxicity

Table 3 : Scoring results of toxiciy tests from leachate samples

A-G : landfill name, -1(-3,-4) :Raw leachate, -2 :Treated reachate, - : Not measured

la toxicité des lixiviats qui ne peut pas étre obtenue sur la
seule base des analyses chimiques. Cependant, les seuls résultats
des bioessais ne peuvent pas permettre d'identifier la cause
chimique de la toxicité et de proposer un traitement curatif
adapté. Une méthodologie combinant 'approche chimique et
I'approche écotoxicologique doit donc étre développée pour
une meilleure gestion des sites.

CONCLUSIONS

Des bioessais utilisés en tant que tests de toxicité sont utilisés
couramment dans les industries chimiques et pharmaceutiques
pour évaluer le risque sanitaire, dans le cadre des
réglementations en vigueur. De nombreux tests permettent de
caractériser les risques aigus, chroniques, carcinogenes,
mutagenes, etc. Dans le domaine de I'environnement, ces tests
ne sont préconisés au Japon que lors de risques survenant
aprés des crises ou des dispersions polluantes accidentelles.

Les résuttats de notre étude permettent de proposer ['utilisation
de tests de toxicicité dans une perspective d'une meilleure
gestion environnementale des systemes d’élimination des
déchets industriels et urbains. Le développement de techniques
et de méthodologies reste nécessaire pour disposer d'un
systeme d'alerte précoce basé sur des bioessais, et fait I'objet
de travaux menés par le National Institute for Environmental
Studies (www.nies.go,jp), en collaboration avec de nombreux
laboratoires universitaires et instituts de recherche. Les
discussions et échanges interdisciplinaires sont nécessaires dans
un domaine ou la responsabilité des scientifiques est fortement
engagée vis-a-vis d'une demande sociale exigeante a juste titre.
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