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changements de formulation




Démarche complexe :

- nhombreuses molécules
- diversité de types d’eaux

» 3 grands types d’approches utilisées dans Cosmet’eau
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Bioessais in vivo sur zebrafish
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Approche substances

» Le modele de poisson zébre (Danio rerio)

e Principaux intéréts

Petite taille, descendance nombreuse, génération rapide,

peu couteux

Génome : 50 a 80% d’homologie avec la plupart des génes

humains

» Modele pour un grand nombre de pathologies humaines, dont le
cancer, les maladies neurodégénératives .....

» Modele intégratif « animal entier » de toxicité développementale,
test de risque environnemental, pharmacologie...

 Embryon/Larve
* Organisation simple
* Transparent
 Développement rapide
* Génétiguement modifiable

Morin, Biovaria 2015
* Souche Hb9-GFP , motoneurones fluorescents
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Approche substances

ponte

Reproduction

l 24h 48h

Tri des ceufs viables

> plaque 96 puits

1 ceuf/puits

Milieu témoin E3

+ [substance] a tester
Etuve a 28°C

12 puits / condition
Manipulation répétée sur 3 pontes différentes

8 jours
maximum

72h

ﬁst de survie (Comptages) \

Détermination de la DLs,

Test de mobilité (Touch response assay)

0 = Aucun mouvement
1 = mouvementd’évitement limité
2 =tour completdu puits

\Observations (Anomalies du développemey



Approche substances

L'approche écotoxicologique des changements de formulation Ne @

Effets du cocktail MEP-PE: dose-réponse entre 0 - 75mg/L (MEP) +2[MEP] (PE)

-~ MEP
-#- Phe
-~ MEP+Phe

pourcentage de survie

Anomalies :
1 - Malformation de la téte 2 - Queue courbée
3 - Oedémes 4 - Vessie natatoire dégonflée
10 2'0 25 3'0 bconcemr:::on — 6’0 7'0 75 8‘0 9‘0 100
PE : sans effet mg/L
DL., MEP/PE = 49,6 mg/L
LD 5o MeP MIT CPN PE MeP + PE
La présence de PE modifie I’écotoxicité du MEP : 48h 75,8 mg/L | 40,9 mg/L 167 mg/L ) )
» Le taux de survie augmente ’ '
» Apparitions d’'anomalies importantes non 72h 40,9 mg/L | 33,5 mg/L 153,9 mg/L - -
observées pour MEP seul
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Approche substances
Composé lieu Référence

Molécules évaluées a des concentrations MeP rivieres LOUS Review,(2013)

environnementales et en cocktails MIT Allemagne: Rhin, Danube et autres rivieres Rafoth et al, (2007)
CPN Japan: rivieres recevant les eaux traitées Kamura et al, (2014)
PE Japan: riviéres recevant les eaux traitées Kamura et al, (2014)

ponte
Reproduction 1dpf 2dpf 3dpf 4dpf Sdpf 6dpf 7dpf

l 24h 48h 72h \ \ /
Tri des ceufs viables \ l /
> plague 96 puits .
: 1 ceuf/puits _Obse"’?t'ons Test comportemental de stress
z**"-‘,‘{;z Milieu témoin E3 (Anomalies du développement) (transition lumiére/obscurité)

+ [substance] a tester (Zébrabox®)
Etuve & 28°C

12 puits / condition
Manipulationrépétée sur 3 pontes différentes
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e'au
Approche substances
120 Distance Lumiere 120 Distance Obscurité
_ E‘ ’E
£ 'S 100 'S 100
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3 &
g < 60 < 60
L 40 ‘40
s s
g 20 E 20
60 70 80 a0 100 0 0
e MIX4 MEP  MIT CPN PE MIX4 MEP MIT CPN PE

Distance totale Lumiéere + Obscurité
120

100

» Comportement différent selon la phase
(lumiére/obscurité)

A O
o O O

Activité (% du témoin)
N
o

» Pas de synergie ou additivité systématique
MIX4 MEP MT CPN  PE de I'effet des polluants
Il 5dpf M 6dpf I 7dpf

o
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Approche substances

Mise en ceuvre d’une procédure suffisamment sensible permettant:
1- d’évaluer les effets d’un polluant particulier a des concentrations environnementales

2- d’évaluer les effets de cocktails de polluants a des concentrations environnementales

3- 'évaluation de l'effet d’un nouveau substituant (des parabénes), doit étre effectuée dans un
contexte complexe, en présence d’autres molécules présentes dans I’environnement (effet

cocktail)

Approche pertinente pour ["évaluation et le suivi de la qualite de 'eau



| es bioessais in vitro




Approche

La toxicité

&

LES toxicités

PN
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y
Approche

e 3 panels de tests couvrant une multiplicité d’organismes et d’effets

e 17 bioessais en parallele

— Bacteries, algues, champignons, levures, cellules humaines

— Incluant variants résistants ou sensibles

Toxicité
générale

Impact sur la croissance
d’organismes présentant
une forte diversité
biologique : algues,
bactéries, champignons et
cellules animales/humaines

Impact sur des fonctions biologiques
ciblées

Interactions (agoniste et antagoniste)
avec les récepteurs aux hormones
stéroidiennes (oestrogénes, androgénes)
et thyroidiennes, sur cellules humaines

Perturbations
endocriniennes

Evaluation des atteintes a I’ADN sur
cellules procaryotes (bactéries) et
eucaryotes (cellules humaines)

a Génotoxicité

[

L}

eau

1



Approche Samats

e Prise en compte de la complexité de la réponse biologique
et synthese en code couleur

¥

il

1=

edauy
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Design

e Eaux grisesde X : 18

e
w

e Eaux « réelles » : 55

eau

13



Résultats eaux grises de
synthése
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eaux grises de synthése

Exemple de résultats

Formulations Sans Parabénes

Formulations Avec Parabénes
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Perturbation
Endocrinienne
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Exemple de résultats : eaux grises de synthése
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Perturbation
Endocrinienne

Génotoxicité
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Résultats toxicité générale eaux grises de synthése

e Toxicité dépendante des organismes et formulations
— Toxicité moins marquée au niveau des bactéries (prolifération)

— Toxicité algue plus légere sur quasi toutes les préparations avec parabene, plus
marquée sur I’ensemble des résultats sans parabenes ou bio!

e 3 points chauds toxicité algues (score rouge), systématiquement sur gels douches (1 gel bio,
les 2 restant sur gels sans parabénes) -> COD

— Toxicité cellules humaines sur 2 shampoings (un sans parabene, 1 bio) et 1 gel
douche bio...

17



Gel douche 5

Shampoing 5

Gel douche 6

Shampoing 6

Exemple de résultats : eaux grises de synthése eau

Formulations Bio
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Résultats PE et génotoxicité eaux grises de synthése

e Activité cestrogene-like:
— 1 gel douche (avec parabéne)

e Activités thyroidien-like (antago):

— 2 gels douche et dentifrices (+/- paraben, bio) mais pas
shampoings

e Pas d’androgenes-like ni de génotoxicité détectés

19



Résultats toxicité générale eaux grises de synthése

A

e Substitution...par quoi?

e Bio = mieux?
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Résultats eaux « réelles »
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Résultats eaux « réelles »
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Résultats toxicité générale eaux « réelles »

e Toxicité variable suivant les organismes, les mois, la météorologie ->
multifactorielle
— Milieux naturels et effluents STEU moins marqués que EB, EM, BV, DO &
— Toxicité fréequente au niveau des bactéries

— Toxicité algues / levures contextuelle : prolifération algues dans DO et effluents
STEP, selon la période dans EM et EB par ex.

— Aucune réponse des cellules humaines (test positif dans contextes / échantillons
bien particuliers)

15
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Résultats PE eaux « réelles »

e Détection systématique d’oestrogenes-like :
— EM, EB et rejets de STEU (moins certains mois)

- DO et BV Andrésy
— Milieu (pas toujours, mais toujours a Andresy)

e Détection plus sporadique d’androgenes- et
thyroidiens-like :
— 1 androgéne-like EM, EB (juillet 2015), 1 BV, 1 DO
— 1 thyroidien-like EB (oct. & fev., EM tox), 1 BV, 1 DO (idem
andro.)

asI0

Bougival

Ablon-sur-Seine
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Résultats PE eaux « réelles »

e Sjtuation classique en regard des connaissances et
retour d’exérience historique sur 8 dernieres années

— Travaux SIAAP, SEDIF, AESN, AEAG
— Projets Lumieau, Roulépur

15
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Résultats génotoxicité eaux « réelles »

e Effets génotoxiques ponctuels

— Genotoxicité cellules humaines sur BV (hépital), EB (x3), DO
(Alma)

— Genotoxicité Bactéries BV (-hopital, x3), effluent STEU

e Tests généralement positifs dans des tissus urbains /
industriels particuliers ou en cas de situations fortement
dégradées (météo, accident etc.)

— Situation assez normale / non préoccupante, cohérent ici

15
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Conclusion

Apports des bioessais
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Des bioessais - apports ' eau

« Il n’est plus possible de fixer des objectifs et limites de qualité sous le
seul angle de la nature chimique des contaminants. La validation d’un
panel d’essais biologiques doit compléter le dispositif décisionnaire... »

e Une approche complémentaire et pertinente

e La météo juste avec le thermometre?

28



Des bioessais - apports

e Beaucoup plus réglementaires qu’on ne le pense...
— DCE appelle a une approche intégrée du suivie des eaux
— CIS posent 'importance des bioessais (19 et 3 + 7, 25, 27)

— Evolutions 2019 DCE
*\
\
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Merci de votre attention!

"(Ye e SIUMMN v ic o: pavis SR
laboraaire eau enviro s )

ement systemes urbains \'

SIAAP TRONICO VIGICELL ARCeAauU

ALCEN !
u Ile-de-France
et e fEmrgle Service public de I'assainissement francilien .

AGENCE FRANCAISE
pour LA BIODIVERSITE

ETABLISSEMENT PUBLIC DE L'ETAT Innovations

& changements de pratiques

-




