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RÉSUMÉ — Les effets toxicologiques (CI50 24 heures) du phénol et de six 
nitrophénols sont étudiés vis-à-vis de Daphnia magna Straus, 1820 et comparés aux 
données de la littérature pour des organismes occupant des niveaux trophiques 
différents. Les résultats obtenus montrent que la toxicité aiguë des nitrophénols 
vis-à-vis de ce Crustacé dépend du nombre et de la position des groupements N02 
sur le noyau phénol ce qui permettrait d'envisager leur modélisation par des études 
quantitatives de type structure-activité. 
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24-H ICSO 
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ABSTRACT — Toxicological effects (24-h IC50) of phénol and six nitrophenols were 
determined on Daphnia magna Straus, 1820. They are then compared with acute 
toxicological data concerning organisms occupying différent trophic levels. The results 
obtained show that the acute toxicity of nitrophenols to this Crustacean dépends on 
the number and position of the N02 groups on the phénol nucleus. Therefore, the 
modeling of thèse aromatic compounds by means of Quantitative Structure-Activity 
Relationship (QSAR) studies could be envisaged. 

INTRODUCTION 

Le choix des organismes à retenir pour la réali-
sation d'essais de toxicité en milieu aquatique est 
difficile du fait de la multiplicité des biotopes 
naturels et de la complexité de leurs biocénoses 
(Cabridenc et Bouchinet, 1982). Les espèces retenues 
sont généralement ubiquistes, à cycle court, généti-
quement stables, leur élevage et leur manipulation 
au laboratoire ne posent pas de problème (Buikema 
et al, 1982; Levin et al, 1984). 

L'emploi de Daphnia magna Straus, 1820 comme 
réactif biologique satisfait ces impératifs. En effet, 
ce Crustacé, représentatif des milieux dulçaquicoles, 
appartient au zooplancton fïltreur et joue un rôle 
important dans l'alimentation de nombreuses espè-
ces de Poissons (Crosby et Tucker, 1966). Sa repro-
duction par parthénogenèse cyclique, lorsque les 
conditions environnementales sont favorables, per-
met de disposer régulièrement d'une population 

importante de femelles, génétiquement stables. De 
petite taille et protégée par une carapace bivalve, on 
peut la manipuler facilement sans précaution parti-
culière (Lundhal, 1974). Dans ces conditions, il nous 
est apparu intéressant de tester la sensibilité de cet 
organisme vis-à-vis des nitrophénols qui, du fait de 
leur grande dispersion dans l'environnement, peu-
vent représenter un danger pour les écosystèmes 
aquatiques (Buikema et al, 1979). 

MATERIEL ET METHODES 

Les conditions d'élevage 

Daphnia magna s'adapte physiologiquement aux 
caractéristiques physico-chimiques du milieu dans 
lequel elle vit. Dans ces conditions, tout essai 
écotoxicologique utilisant ce Crustacé doit être 
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interprété en tenant compte des conditions d'élevage 
utilisées. De plus, celles-ci doivent être contrôlées 
afin d'obtenir une production importante et régu-
lière de jeunes Daphnies tout au long de l'année. 

Dans ce but, notre élevage est réalisé dans une 
pièce thermostatée à 22°C ± 0,5. 2 tubes Mazdafluor 
Blanc Industrie et 1 tube Sylvania lifeline F40 
Wigro, disposés à 35 cm de la surface des bacs de 
reproduction, fournissent une intensité lumineuse de 
1 600 Lux. La photopériode choisie est de 16 h de 
jour pour 8 h de nuit. 3 bacs d'élevage sont utilisés 
(L = 30 cm, 1=16 cm, H = 20 cm). Chacun reçoit 
4 1 d'eau minérale de commerce de marque Volvic. 
Un léger bullage, assuré par un aérateur de type 
RENA 301, permet un apport suffisant d'oxygène 
aux Daphnies. Chaque bac est ensemencé avec 100 
Daphnies de moins de 72 h. Un décalage de 2 j dans 
leur mise en route permet d'étaler la production. 
Celle-ci commence 5 à 6 j après l'ensemencement. 
Les 3 premières générations sont à chaque fois 
éliminées (AFNOR, 1974). 

Un aquarium fournit un nombre suffisant de 
Daphnies pour une journée de tests et éventuelle-
ment ensemencer un nouveau bac. La filtration des 
bacs survient avec une périodicité de 3 j. Lorsque les 
Daphnies sont dans leur phase optimale de repro-
duction, la filtration se fait au travers de 3 tamis 
dont les mailles font respectivement 1 600 um, 800 
um et 600 um. Le premier retient les bonnes repro-
ductrices, le 2e celles qui doivent être éliminées et 
le 3e recueille les Daphnies âgées de moins de 72 h, 
utilisables pour les tests. Les bacs d'élevage sont 
renouvelés toutes les semaines. L'exploitation d'un 
aquarium n'excède pas 30 j. Son remplacement est 
prévu au bout de 20 j. 

Les Daphnies sont nourries à l'aide de Chlorelles 
(Chlorella vulgaris). Leur culture est réalisée dans le 
milieu de Lefevre-Czarda modifié par l'incorpora-
tion d'oligo-éléments (AFNOR, 1980). Des repiqua-
ges fréquents évitent l'épuisement des milieux et 
l'utilisation d'Algues en phase sénescente qui dimi-
nuent la vitesse de filtration de ces Crustacés. Les 
solutions algales ne sont pas utilisées directement. 
En effet, les Algues sont collectées par simple 
décantation puis diluées dans le l'eau de Volvic. 
Cette opération permet d'éliminer le milieu oligo-LC 
qui par sa composition, en particulier en potassium, 
peut être toxique pour les Daphnies. Elle permet 
également l'élimination de la chlorelline, substance 
toxique produite par les Algues (Pratt et al., 1945). 
La nourriture est apportée de façon quotidienne 
(10+6 Chlorelles/Daphnie/h.). 

Choix des molécules à tester 

L'étude de la toxicité aiguë des nitrophénols 
vis-à-vis de Daphnia magna est envisagée en tenant 
compte d'une part de la nécessité de tester avant tout 

des polluants appartenant à des listes de toxiques 
prioritaires (Mestres, 1979, 1980; Chapman et al., 
1982) et d'autre part, de l'intérêt que l'on peut tirer 
de l'analyse de l'influence toxicologique du nombre 
et de la position des groupements N02 sur des 
molécules aromatiques dans les approches de types 
QSAR (Quantitative Structure Activity Relation-
ship). 

Dans ces conditions, nous avons testé les compo-
sés suivants : 

— le phénol (CAS RN : 108-95-2) 
— le 2-Nitrophénol (CAS RN : 88-75-5), le 3-Ni-

trophénol (CAS RN : 554-84-7), le 4-Nitrophénol 
(CAS RN : 100-02-7), le 2,4-Dinitrophénol (CAS 
RN : 51-28-5), le 2,5-Dinitrophénol (CAS RN : 
329-71-5) et le 2,4,6-Trinitrophénol (CAS RN : 
88-89-1) communément appelé acide picrique. 

Ces 7 molécules, d'origines commerciales diffé-
rentes, ont toutes une pureté supérieure à 95 %. 

Réalisation des essais 

La méthodologie employée pour tester ces 7 
polluants, selon un mode statique, vis-à-vis de 
Daphnia magna suit celle préconisée par la norme 
AFNOR T 90-301 (1974). Ainsi, chaque test se 
déroule selon les mêmes principes. Après une pesée 
précise du polluant à étudier, une solution mère est 
préparée par dissolution du toxique dans de l'eau 
désionisée (10 us/cm). Des dilutions décimales 
obtenues à partir de la solution mère et d'eau 
synthétique AFNOR (1974)(eau dure maintenue à 
20°C ± 1) permettent de réaliser un essai prélimi-
naire donnant une idée approximative de la toxicité 
après 24 h d'exposition au polluant étudié. Cet essai 
est conduit dans des tubes en verre (15 x 160 mm) 
bouchés après introduction des Daphnies (5 par 
tube) de 3e génération au moins et âgées de moins 
de 72 h. Le test se déroule à l'obscurité. 

A partir des résultats obtenus, un essai définitif 
est réalisé selon les mêmes conditions mais sur une 
gamme de concentrations en progression géométri-
que de raison 1,3 afin de pouvoir déterminer préci-
sément, sur papier log-probit, la CI50 24 h de 
chaque produit, c'est-à-dire la concentration qui 
provoque en 24 h une immobilisation de 50 % dans 
la population testée. 

Chaque polluant étudié est essayé un minimum 
de 6 fois. Les résultats obtenus sont considérés 
comme valides si : 

— la CI50 24 h du bichromate de potassium 
(toxique de référence) se situe entre 0,9 et 1,5 mg/1 
(AFNOR, 1974). 

— la teneur en oxygène dissous mesurée en fin 
d'essai est supérieure ou égale à 25 % de la satura-
tion à 20°C (AFNOR, 1974). 

— le pourcentage d'immobilisation observé dans 
les témoins (eau synthétique) est nul (ISO, 1980). 
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RESULTATS ET DISCUSSION 

Nos résultats suggèrent que le nombre et la 
position des groupements N02 sur les molécules de 
nitrophénols conditionnent leurs effets toxiques 
vis-à-vis de Daphnia magna (Tabl.I). 

Tabl. I. — Toxicité aiguë (en mmol/1) du phénol et des 
nitrophénols vis-à-vis de Daphnia magna. 
Acute toxicity (mmol/l) of phénol and nitrophenols on 
Daphnia magna. 

Molécule CT50 24h 
Intervalle de 

confiance à 95 % 

Phénol 0,395 (0,352 - 0,437) 
2-Nltrophéncl 0,313 (0,261 - 0,366) 
3-Nitrophénol 0,158 (0,134 - 0,181) 
4-Nitrophénol 0,081 (0,076 - 0,087) 
2,4-Dinitrophénol 0,039 (0,037 - 0,041) 
2,5-Dlnitrophénol 0,046 (0,044 - 0,048) 
2,4,6-TrInltrcphénol 0,431 (0,370 - 0,492) 

En effet, les nitrophénols monosubstitués sont 
plus toxiques que le phénol mais moins réactifs que 
les dinitrophénols. Les para-isomères ont une toxi-
cité supérieure à celle des ortho- ou méta-isomères. 
La présence simultanée de groupement N02 en 
position 2 et 6 diminue fortement la toxicité de ces 
polluants puisque le 2,4,6-Trinitrophénol (acide 
picrique) présente une toxicité inférieure à celle du 
phénol. Cependant, lorsqu'on confronte nos résul-
tats à ceux de la littérature, on s'aperçoit que la 
toxicité aiguë de ces molécules dépend fortement des 
conditions opératoires (âge des organismes, critère 
de toxicité, temps d'exposition, pureté des produits, 
dosage ou non des solutions essayées ...). Ainsi, 
Leblanc (1980) montre que la toxicité de l'acide 
picrique vis-à-vis de D. magna augmente avec le 
temps d'exposition (CL50 24 h > 0,960 mmol/1 et 
CL50 48 h = 0,371 mmol/1) alors que celle du 
4-Nitrophénol (CL50 24h = 0,173 mmol/1 et CL50 
48 h = 0,158 mmol/1) ou celle du 2,4-Dinitrophénol 
(CL50 24 h = 0,024 mmol/1 et CL50 48 h = 0,022 
mmol/1) n'évoluent pas de façon significative durant 
cet intervalle de temps. D'autre part, les travaux de 
Bringmann et Kûhn (1977a, 1982) révèlent que la 
toxicité aiguë du 2-Nitrophénol vis-à-vis de la 
Daphnie varie selon le protocole expérimental 
adopté et le critère de toxicité choisi (CL50 24 h = 
1,510 mmol/1 et CI50 24 h = 0,395 mmol/1) alors 
que par ex., on ne note aucune variation significative 
de la nocivité du 3-Nitrophénol vis-à-vis de ce 
Crustacé (CL50 24 h = 0,280 mmol/1 et CI50 24 h 
= 0,201 mmol/1). 

La comparaison de nos résultats à ceux de la 
littérature permet également de voir que le com-

portement toxicologique des nitrophénols dépend 
des organismes choisis pour réaliser les essais. Ainsi, 
selon les critères de toxicité utilisés (seuils de toxi-
cité, concentrations efficaces ou létales 50 %), le 
2,4-Dinitrophénol est plus toxique que le 4-Nitro-
phénol vis-à-vis de Microcystis aeruginosa (Bring-
mann et Kûhn, 1978), Photobacterium phosphoreum 
(Indorato et al, 1984), Chilomonas paramaecium 
(Bringmann et ai, 1980), Uronema parduczi (Bring-
mann et Kûhn, 1980), Daphnia magna (Kopperman 
et al, 1974; Bringmann et Kûhn, 1977a, 1982; 
LeBlanc, 1980; notre étude), Brachydanio rerio (De-
villers, 1985), Lepomis macrochirus (Buccafusco et 
al, 1981; Janardan et al, 1984) et Pimephales 
promelas (Phipps et al, 1981; Hall et Kier, 1984; 
Janardan et al, 1984). A l'inverse, le 4-Nitrophénol 
est plus toxique que le 2,4-Dinitrophénol pour Pseu-
domonas putida (Bringmann et Kuhn, 1977b), Scene-
desmus quadricauda (Bringmann et Kûhn, 1977b), 
Tetrahymena pyriformis (Schultz et al, 1986) et pour 
Entosiphon sulcatum (Bringmann, 1978). 

D'autre part, l'étude de l'influence de la position 
des groupements N02 sur la toxicité des nitrophé-
nols monosubstitués montre que la 4-Nitrophénol 
présente la nocivité la plus importante pour Chlorella 
pyrenoidosa (Huang et Glyona, 1968), Uronema 
parduczi (Bringmann et Kuhn, 1980), Tetrahymena 
pyriformis (Yoshioka et al, 1985) et pour Daphnia 
magna (Bringmann et Kiihn, 1977a, 1982; notre 
étude). Le 2-Nitrophénol est l'isomère le plus toxi-
que pour Pseudomonas putida (Bringmann et Kiihn, 
1977b), Scenedesmus quadricauda (Bringmann et 
Kûhn, 1977b), Entosiphon sulcatum (Bring-
mann, 1978) et Chilomonas paramaecium (Bringmann 
et al, 1980). Enfin, le 3-Nitrophénol est plus toxique 
vis-à-vis de Microcystis aeruginosa que le 2-Nitro-
phénol et le 4-Nitrophénol (Bringmann et Kûhn, 
1978). 

Les données bibliographiques relatives à l'effet de 
la position des groupements N02 sur la toxicité 
aiguë des dinitrophénols sont beaucoup plus rares. 
Cependant, Schultz (1987) montre que la toxicité du 
2,4-Dinitrophénol vis-à-vis de Tetrahymena pyrifor-
mis est plus importante que celle du 2,5-Dinitrophé-
nol ce qui est en accord avec nos résultats sur la 
Daphnie. 

Enfin, il est intéressant de noter que la faible 
nocivité relevée pour le 2,4,6-Trinitrophénol vis-à-vis 
de D. magna est confirmée par d'autres études 
réalisées sur ce Crustacé (Bringmann et Kûhn, 
1977a; 1982; LeBlanc, 1980) et par des résultats de 
toxicité concernant des organismes occupant des 
niveaux trophiques différents. Ainsi, les seuils de 
toxicité de ce polluant, déterminés selon des condi-
tions opératoires précises, vis-à-vis de Microcystis 
aeruginosa (Bringmann et Kûhn, 1978), de Chilomo-
nas paramaecium (Bringmann et al, 1980), d*Entosi-
phon sulcatum (Bringmann, 1978) et à'Uronema 
parduczi (Bringmann et Kûhn, 1980) sont respecti-
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vement de 0,175, 2,479, 2,889 et 0,113 mmol/1. Ils 
sont le plus souvent très nettement supérieurs à ceux 
proposés pour les autres nitrophénols et même, dans 
la plupart des cas, à celui du phénol. D'autre part, 
Buccafusco et al. (1981) trouvent que la CL50 96h 
du 2,4,6-Trinitrophénol vis-à-vis de Lepomis macro-
chirus est égale à 0,742 mmol/1. Enfin, les travaux 
de Goodfellow et al. (1983) montrent que la toxicité 
aiguë de l'acide picrique est peu importante vis-à-vis 
de Crassostrea virginica (CE50 144h = 0,613 
mmol/1) et de Salmo gairdneri (CL50 48 h = 0,586 
mmol/1). Ils soulignent également que la nocivité du 
2,4,6-Trinitrophénol augmente avec le temps d'expo-
sition ce qui confirme les résultats obtenus par de 
nombreux auteurs (LeBlanc, 1980; Buccafuso et al., 
1981). 

Notre étude montre que la toxicité aiguë des 
nitrophénols vis-à-vis de Daphnia magna dépend du 
degré de substitution des molécules et de la position 
des substituants sur le noyau phénol. Cette approche 
qualitative de type structure-toxicité, réalisée selon 
des conditions opératoires précises, révèle donc qu'il 
serait possible de prédire la nocivité de ces molé-
cules vis-à-vis de ce Crustacé par des modèles 
quantitatifs de type QSAR. 
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