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1- Introduction 

Les plastiques sont omniprésents dans tous les espaces du globe. Leurs qualités de résistance et de 
légèreté sont aussi la source des problèmes qu’ils engendrent. Déversés en continu, ils peuvent se 
disperser pendant plusieurs décennies, mettant en danger de très nombreuses espèces animales, les 
risques d’ingestion augmentant avec leur fragmentation en micro puis nano particules (Santos et al., 
2021). 
De nombreuses études sur les impacts des plastiques, en particulier les micro-plastiques (taille 
inférieure à 5 mm), sont menées en milieu marin, probablement encouragées par les directives 
internationales visant à restaurer le Bon État Écologique de l’environnement marin comme la Directive 
Cadre Stratégie pour le Milieu Marin (DCSMM) pour les eaux Européennes. Face au constat alarmant 
que ces études ne cessent de mettre en lumière, l’assemblée des Nations Unies pour l'Environnement 
(ANUE) pousse à la mise en œuvre d’un traité international pour la prise en compte de l’enjeu de la 
pollution causée par les déchets plastiques. 
Bien que la plupart des déchets reste bloquée bien avant son arrivée en mer (Meijer et al., 2021), les 
projets d’acquisition de connaissance sur la distribution et les impacts des macro (> 5 mm) et micro-
plastiques dans les environnements continentaux sont juste émergents. Alors que la DCSMM 
encourage à prendre en compte les voies de transfert des déchets pour anticiper les entrants en mer, 
la problématique de cette pollution n’est pas encore considérée dans le cadre de Directive Cadre sur 
l’Eau (DCE). Pourtant, les enjeux environnementaux et sanitaires liés aux plastiques doivent 
impérativement être mieux compris et anticipés. 
Une meilleure connaissance des impacts de l’ingestion primaire (directe) ou secondaire (via les proies) 
de micro-plastiques par la faune d’eau douce est primordiale. La faisabilité d’évaluer les impacts et 
l’efficacité des mesures de lutte contre les plastiques sauvages grâce à des bio-indicateurs doit être 
étudiée. A ce titre, contrairement à la DCE, la DCSMM (Descripteur 10 “Déchets marins”) emploie des 
indicateurs de surveillance basés sur l’occurrence et les quantités de micro et macro-plastiques ingérés 
par les poissons, tortues et oiseaux marins. Mais avant tout, il est fondamental de pouvoir établir un 
état des lieux des impacts sur la faune continentale et anticiper les possibles répercussions sur notre 
santé. En effet, différents impacts sur la santé humaine ont été mis en évidence récemment (ex : 
présence dans le placenta, les poumons ou le cerveau (Lusher et al., 2017; Barboza et al., 2020 ; 
Ragusa et al. 2021, 2022) avec des risques de perturbation physiologique et endocrinienne (Hirai et 
al., 2011)) (Figure 1). 
 

 
Figure 1. Effets de l’exposition aux microplastiques sur la santé humaine (Costa et al., 2016) 

 
Quelques études disparates, généralement menées à court terme, ont été initiées pour évaluer 
l’ingestion des micro-plastiques par les poissons d’eau douce. A l’échelle européenne, l’occurrence 
d’ingestion chez les poissons varie de 7,5 % (N = 40 individus, Suisse) à 66 % (N = 76, Angleterre) 
(Parker et al., 2021). Quelques études ont également été menées en France comme chez le goujon 
Gobio gobio prélevé dans plusieurs rivières (12% d’ingestion parmi 186 individus ; Sanchez et al. 2014) 
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et le chevesne Squalius cephalus dans la Marne et la Seine (25 % parmi 60 individus ; Collard et al. 
2018). Bien que le nombre de recherches sur les micro-plastiques ait considérablement augmenté 
(Figure 2), à notre connaissance, à ce jour, aucune étude globale n’a été menée sur la communauté 
des poissons d’eau douce, à une échelle nationale ou sur l’ensemble d’un continuum fleuve-mer. 
 

 
Figure 2 : A) Nombre de publications portant sur les microplastiques au fil des années (14600 au total) ;  

B) Nombre de publications avec les mots clefs “microplastique” + “poissons”  
(2406 au total dont 76,4% portent spécifiquement sur les poissons marins) 

 
Comme pour l’étude des micro-plastiques dans les sédiments ou l’eau (Halfar et al., 2021), les 
recherches portant sur l’évaluation des quantités et des types de micro-plastiques ingérés par les 
poissons emploient des méthodologies différentes à chaque étape de l’analyse : extraction des déchets 
au sein des matrices biologiques, tailles minimales prospectées, dispositifs d’évaluation des types de 
polymères, évitement des contaminations… Ces disparités couplées, pour la plupart des études, à une 
faible taille d’échantillon, rendent les résultats difficilement comparables et compromettent une analyse 
globale des impacts (Collard et al., 2019). La mise en œuvre d’une méthodologie harmonisée est donc 
nécessaire pour étudier les variations spatio-temporelles de l’ingestion de microplastiques par les 
poissons et mieux évaluer leurs causes. 
 
Ce projet vise à évaluer les impacts des microplastiques sur les poissons d’eau douce à l’échelle du 
territoire national métropolitain à partir d’un protocole standard évalué lors de la première phase dont 
la démarche et les résultats sont présentés dans ce rapport. L’objectif était de définir une méthodologie 
reproductible et idéalement à moindre coût, pour évaluer l’occurrence et les quantités de 
microplastiques ingérés dans les poissons d’eau douce, en optimisant la détectabilité, l’extraction, 
l’identification et la quantification des polymères contenus dans les systèmes digestifs des poissons. 
Pour ce faire, cette étude a bénéficié de poissons collectés en 2020 comme indicateurs des toxines 
dans les eaux douces par l’Office Français de la Biodiversité dans le cadre de la DCE. Différentes 
expérimentations ont été menées sur ces spécimens, en parallèle à une étude de littérature et à 
l’entretien d’experts. Dans un deuxième temps, ce protocole pourra être appliqué à l’ensemble des 
poissons prélevés dans divers plans et cours d’eau à l’échelle de la France métropolitaine afin d’établir 
un état des lieux de l’ingestion de microplastiques chez les poissons d’eau douce (occurrence, 
quantités) et tester l’influence de divers facteurs (espèces, gradients de pollution, etc.). 

2- Partenaires du projet 

Les expérimentations et mises au point de laboratoire ont été mise en œuvre par les institutions 
suivantes : 

- Association HISA pour laquelle cette étude s’inscrit dans le cadre du projet RiverSe visant la 
collecte de connaissances sur la distribution et les impacts des micro et macro-déchets dans 
les continuums terre-mer. HISA a coordonné l’étude et effectué les manipulations de laboratoire. 

- Le CEFE (Centre d’Écologie Fonctionnelle et Évolutive) qui a mené différents projets pour 
l’élaboration et la mise en œuvre de bioindicateurs de surveillance des impacts des impacts des 
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micro et macro-plastiques sur la faune marine, notamment les projets INDICIT & II et 
MedSeaLitter. Le CEFE a coordonné l’étude et accueilli certaines manipulations de laboratoire. 

- L’INRAE (Institut national de recherche pour l’agriculture, l’alimentation et l’environnement) de 
Montpellier, en partenariat avec l’université de Montpellier, qui est spécialisé sur l’étude des 
impacts des polymères plastiques et l’élaboration d’alternatives. Le laboratoire est adapté à la 
prise en compte des risques de contaminations et possède le matériel de pointe pour détecter 
les plus petites particules et évaluer les types de polymère. 

- L’Office Français de la Biodiversité (OFB), qui a permis l’emploi des échantillons issus des 
poissons collectés dans le cadre DCE. 

- Le Laboratoire d’analyses de la Drôme qui a fourni les échantillons (systèmes digestifs des 
poissons) après les analyses systématiques pour la DCE.  

Le projet est assuré grâce à ses partenaires financiers dont l’expertise permet aussi la bonne 
interprétation des résultats et une bonne orientation des prochaines étapes de l’étude : 

- L’Agence de l’eau Loire Bretagne (AELB) ; 
- La Fédération nationale de la pêche en France (FNPF) ; 
- Le Ministère de la transition écologique (MTE). 

 

3- Échantillons disponibles 

Le projet bénéficie de 903 tractus digestifs de poissons de 5 espèces : Chevesne (Squalius cephalus) 
(N=566 ; 62,7), Barbeau fluviatile (Barbus barbus) (N=40; 4,4%), Brème commune (Abramis brama) 
(N=36; 4%), Gardon (Rutilus rutilus) (N=175; 19.4%) et Perche commune (Perca fluviatilis) (N=86; 
9,5%), répartis à l’échelle nationale avec une distribution plus concentrée en Auvergne Rhône Alpes, 
Occitanie et Bretagne et sans prélèvement dans la région Hauts-de-France (Figures 3 et 4). Les 
poissons ont été prélevés par lots d’une dizaine d’individus dont la taille (mm) et la masse (g) ont été 
relevées. 

 

 
Figure 3 : Répartition des prélèvements par espèce (collecte réalisée en 2020) 

Chaque cercle représente un point d’échantillonnage de 10 poissons en moyenne. 
 

 



Micro-plastiques et poissons d’eaux douces - Elaboration d’un protocole standard – HISA-CEFE-INRAE – Mai 2023 - 5 

 
Figure 4 : Répartition des prélèvements par région et par espèce 

 
Plusieurs facteurs sont susceptibles d’influencer l’ingestion de déchets, et indirectement, la capacité à 
extraire les particules de plastique de leur contenu digestif. Ce sont notamment leur biotope et leur 
régime alimentaire (Tableau 1) qui peut varier avec leurs caractéristiques biométriques (masse et taille 
; Figures 5 et 6). 
 

Tableau 1 : Régime alimentaire des espèces étudiées 

Espèce Régime alimentaire 

Chevaine 
Omnivore, insectes (nymphes, chironomes, insectes aériens), mollusques, végétaux et 

petits poissons pour les gros spécimens (MNHN, 2023). 

Gardon 
Omnivore, insectes, crustacés, mollusques, végétaux. Les adultes ont une tendance 
phytophage (plantes flétries, débris d'élodées, myriophylles, lentilles d'eau, charas, 

diatomées qui recouvrent les roseaux, souches et pierres) (DORIS, 2017). 

Perche 
Carnassier grégaire avec un large spectre de proies (poissons et invertébrés); 

régulièrement cannibale. (MNHN, 2003). 

Brême 
Insectes (larves de Chironomes), petits crustacés, mollusques et plantes; les grands 

spécimens peuvent manger des petits poissons (DORIS, 2019). 

Barbeau 
Invertébrés benthiques essentiellement (petits crustacés, larves d'insectes, mollusques, 
larves d’éphémères et de moucherons); les adultes peuvent manger des petits poissons 

(DORIS, 2014). 

 

 
Figure 5 : Boxplots des longueurs et masses des individus échantillonnés, par espèce (boîte grise : moyenne (barre centrale), 
minimale et maximale, barre inférieure : 1er quartile, barre supérieure : 3ème quartile) 
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Figure 6 : Relation entre la masse du tractus digestif et la masse de l’individu (38 chevesnes tests en début de protocole) 

 

4. Méthodologie de tests 

4.1. Enjeux, objectifs et approches 

Les articles publiés dans les revues à comité de lecture emploient différentes méthodologies pour 
extraire puis identifier les microplastiques de la matrice étudiée. Certains auteurs prennent des mesures 
pour limiter les risques de contamination par des microplastiques extérieurs, essentiellement issus des 
vêtements portés lors des manipulations de terrain et de laboratoire, d’autres auteurs n’en prennent 
pas. L’enjeu dans cette première phase du projet est d’établir un protocole standard assurant la 
comparabilité des résultats, et pour cela, d’évaluer les procédures optimales pour détecter les particules 
présentes dans le système digestif des poissons. Le travail de la Phase 1 a visé à répondre à plusieurs 
questions : 

- Comment détecter et extraire les particules du système digestif, dont le contenu peut être très 
chargé en fragments organiques et minéraux ? 

- Quels sont les types de polymères qu’il est possible d’identifier (Tableau 2) ? 
- Quels sont les risques de contamination lors des manipulations, et comment les limiter ?  
- Quelles sont les manipulations les plus efficaces, rapides et/ou moins coûteuses ? Quels sont 

les dispositifs nécessaires pour mettre en œuvre le protocole ? Quel est l’impact de la durée et 
du type d’analyse sur la taille minimum détectée ? 

 
Tableau 2 : Types de polymères 

Catégorie de 
polymère 

Variantes Exemples d’utilisation 

Polyéthylène haute 
densité 

PHED 
Jouets, tubes, poubelles urbaines, réservoir d’essence 

automobile… 

 Polyéthylène basse 
densité 

PEBD 
Emballages (sachets, films, sacs poubelles), jouets souples, 

films agricoles ou BTP, câbles… 

Polypropylène PP,PPs 
Mobilier de jardin, boîtes avec charnières intégrées, pièces 

d’électroménager soumises à la chaleur, climatiseurs 
automobiles… 

Polyéthylène 
PE 

PET 
Bouteilles d’eau et de soda en plastique, barquettes allant au four 

à micro-ondes, corps de pompe à eau… 
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Polyéthylène 
téréphtalate 

Polystyrène PS 
Vaisselle jetable (gobelets, couverts, assiettes), stylos à bille 

emballages de produits laitiers… 

Polychlorure de vinyle PVC 
Tubes, raccords et profilés pour le bâtiment, cartes bancaires, 

revêtement de sol, chaussures ou tissus… 

Acrylonitrile-butadiène-
styrène 

ABS 
Capots et boîtiers (bureautique, automobile, etc.), téléphones, 

articles de sport… 

Polycarbonate PC 
Vitrages de sécurité, éclairage, luminaires, feux de voitures , CD et 

DVD, matériel stérilisable (seringues)... 

Polyméthacrylate de 
méthyl 

PMMA 
Verres de montre, lentilles optiques, signalisation routière, 

enseignes lumineuses… 

Polyamide 6 ou Nylon PA 66 
Poulies, engrenages, récipients de forte épaisseur, tuyaux et 

réservoirs de freins en automobile… 

Polymères fluorés 
PTFE ou le 

PVDF 
Paliers et coussinets en mécanique, robinetterie chimique et 

tuyauterie, revêtements des poêles anti-adhésives... 

 
Pour répondre à ces questions, nous avons tout d’abord étudié les protocoles employés dans d’autres 
programmes, retrouvés dans la littérature scientifique à comité de lecture, présentés lors de 
conférences ou bien transmis par des chercheurs contactés directement. Nous nous sommes 
également inspirés des protocoles employés en mer. Nous avons testé, adapté et ajusté les diverses 
procédures au fur et à mesure des manipulations pour optimiser leur efficacité et leur durée, et pour 
faciliter l’extraction des microplastiques. Nous avons aussi mené des tests de détectabilité, en intégrant 
des microplastiques de nombre, taille et couleur contrôlés, afin d’évaluer d’une part, leur résistance aux 
procédés chimiques auxquels ils sont soumis durant la procédure, d’autre part, la capacité à les 
retrouver et à bien les identifier avec les dispositifs employés. Les procédures et résultats des tests et 
choix réalisés sont présentés ci-après. 
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4.2. Protocoles utilisés classiquement 

 
Figure 7 : Principales étapes utilisées pour analyser les microplastiques dans les tractus digestifs de poisson (MP = 

microplastique ; TD = tractus digestif ; FTIR = Infra-rouge à transformée de Fournier). 

 
Nous avons pris comme protocole de référence le protocole développé dans le cadre du programme 
MEDSEALITTER (Matiddi et al., 2021) qui avait pour objet de mettre au point un protocole harmonisé 
pour évaluer l’ingestion des microplastiques par les poissons marins dans le cadre des programmes 
de surveillance de la DCSMM, le CEFE étant un des partenaires du projet. Ce protocole a été testé sur 
plusieurs espèces, et la bogue (Boops boops), un poisson marin essentiellement planctonophage, se 
nourrissant aussi de particules végétales ou de petits invertébrés présents en suspension dans l'eau 
(DORIS, 2023), a été retenue comme espèce indicatrice de la distribution des microplastiques dans le 
milieu marin côtier. Les spécimens marins étudiés pesaient 20 g en moyenne, avec un tractus digestif 
de l’ordre de 2 g. 
 
Les étapes du protocole MedSeaLitter sont :  

1. Collecte et mensuration des individus ; 
2. Extraction du tractus digestif ; 
3. Collecte du contenu digestif, lavage, élimination de la partie organique (phase appelée 

“digestion”), filtration sur tamis ; 
4. Extraction et identification des microplastiques collectés. 

 
Après la collecte (récupération auprès des pêcheurs, pêche au filet ou électrique) et les relevés 
biométriques (mensurations et masse) des individus, les étapes menant à la quantification et à 
l’identification des microplastiques ingérés que nous avons testées, sont décrites ci-dessous, en 
référence au protocole MEDSEALITTER et à la littérature. 
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4.2.1. Extraction du tractus digestif, collecte et lavage du contenu digestif  

Quand les poissons ne sont pas collectés pour les besoins de l’étude mais récupérés a posteriori, les 
risques de contamination sur le terrain ne sont pas contrôlés, mais ils peuvent être discutés selon les 
moyens de collecte. Il existe des risques de contamination lors de l’extraction du tube digestif et un 
risque de perte de contenu digestif si le tractus est perforé, cette étape doit donc être menée avec 
précaution. Généralement, les tractus digestifs des poissons sont digérés entièrement, avec leur paroi 
(voir étape suivante). Pour l’analyse des micro et macro (> 5mm) déchets ingérés par les tortues 
marines, le tractus digestif est ouvert et rincé à l’eau filtrée au-dessus d’un tamis de maille ciblée 
(protocole INDICIT). Cette approche a aussi été testée. Elle permet un gain de temps considérable lors 
de la digestion. 
 

4.2.2. Digestion du contenu digestif  

                  * Utilisation de solutions chimiques 

Plusieurs procédés chimiques sont employés dans la littérature pour éliminer la partie biologique du 
contenu digestif, étape appelée “digestion”. Sur la Figure 8, chaque couleur du camembert reprend un 
type de méthode (enzymatique (bleu), acide (rouge), basique (jaune), oxydante (gris)). 
 

 
Figure 8 : Efficacité de la digestion du matériel biologique pour extraire les microplastiques du contenu digestif (selon 

Horiba, 2020; figure fournie par Claudia Lorenz, Université d’Aalborg). (◼: % max de microplastiques altérés par la solution; 
◇: % d’efficacité de la solution) 

 
La méthode enzymatique (employant un combiné d’enzymes ; Bray et al. 2019 ; Horiba, 2020) apparaît 
particulièrement efficace mais elle est complexe à mettre en œuvre et nécessite des produits très chers, 
peu compatibles avec un suivi de routine (environ 400 € le gramme). La méthode acidifiante (ex : acide 
HCl) s’avère trop destructrice pour les polymères. Seules les méthodes oxydantes et basifiantes ont 
été testées. Ces dernières sont efficaces, peu altérantes et présentent un coût abordable. Le péroxyde 
d’hydrogène (H2O2) est efficace, relativement peu impactant pour les micro-particules, biodégradable 
et sans danger pour l’environnement et le milieu de digestion testé dans cette étude. KOH est efficace 
mais les résidus de matières grasses sont un frein à la filtration et elle nécessite une gestion des 
effluents.  
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La concentration préconisée pour une digestion efficace du tractus digestif est de 15% à 60°C selon le 
protocole MEDSEALITTER. D’après Horiba et al. (2020), les polymères risquent cependant d’être 
affectés à partir d’une température supérieure à 40°C. D’après Digka et al. (2018), après oxydation, le 
polyéthylène (PE) voit ses couleurs altérées et le polypropylène (PP) se fragmente. D’après Savino et 
al. (2022), après oxydation, le polychlorure de vinyle (PVC) est le plus résistant alors que le 
Polyéthylène téréphtalate (PET) apparaît le plus faible. 

                      * Concentrations 

Nous avons fait de nombreux tests à des températures et concentrations variables. Le KOH et le 
Tween20 ont été écartés car ils teintent la matière et leur aspect huileux ralentit la digestion. Nous 
avons gardé H₂O₂ qui est un oxydant qui se détériore rapidement dans l’environnement et qui agit bien 
sur la digestion des tractus digestifs. 
Les contenus digestifs sont mélangés avec les solutions chimiques dans des béchers à différentes 
concentrations (Figure 7). Des concentrations de 15% d’H2O2 et de 10% de KOH ont été choisies au 
préalable en suivant les protocoles employés par différents auteurs (e.g, Tsangaris et al., 2021; Li et 
al., 2018; Munno et al., 2018) afin de minimiser l’éventuelle altération des microplastiques par la 
procédure de digestion. 
 

                      * Températures et vitesses d’homogénéisation 

Généralement, les auteurs emploient des plaques chauffantes pour accélérer la digestion à l'aide d'un 
agitateur magnétique avec des vitesses variables, adaptées au contenu. D’autres placent les 
échantillons en digestion dans des bains chauds ou une étuve à ≤ 40°C (Lopes et al., 2022 ; Matiddi et 
al., 2021 ; Hara et al., 2020 ; Walkinshaw et al., 2022). 
 

                      * Fin de la digestion 

La qualité de la digestion est appréciée par les résidus de matière biologique du contenu digestif visibles 
à l'œil nu. Outre la transparence de la solution, la qualité de filtration du contenu et l’absence de 
colmatage (voir étape suivante), confirment la qualité de la digestion.  
La durée de la digestion est variable selon la taille de l’échantillon et le contenu (matériel biologique). 
Tous les auteurs ne précisent pas les durées, d’autres évoquent 24H et jusqu’à 1 semaine environ. 
 

4.2.3. Extraction des microplastiques collectés 

Sur les poissons marins, souvent de plus petite taille et avec un matériel biologique relativement rapide 
à digérer, la plupart des auteurs extraient les microplastiques à la pince, un à un, avant de les passer 
à ATR-FTIR1. Toutefois, cette méthode présente des risques de sous-estimations, si les particules 
tombent lors du transfert ou si elles ne sont pas repérées par le manipulateur. L’association La Pagaie 
Sauvage emploie le protocole de la NOAA (Masura et al., 2015) qui consiste à filtrer les solutions sur 
un tamis. 
 
 

                                                
1 La réflexion totale atténuée (ATR) est une méthode qui permet la mesure de surface d'échantillons pour FTIR 
(Fourier Transformed InfraRed spectroscopy, spectroscopie Infrarouge à Transformée de Fourier ou 
spectroscopie IRTF). La méthode ATR consiste à presser un seul échantillon contre un prisme à indice de 
réfraction élevé et à mesurer le spectre infrarouge évanescent réfléchie à l'intérieur du prisme. Ce dispositif 
permet une analyse de surface sur une profondeur de quelques micromètres. 
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4.2.4. Identification des microplastiques collectés 

La plupart des auteurs utilisent des dispositifs de spectrométrie vibrationnelles pour identifier les types 
de polymères grâce à leurs signatures spectacles en infra-rouge ou en Raman. Néanmoins, dans son 
protocole participatif, l’association La Pagaie Sauvage comptabilise les microplastiques à la binoculaire 
(taille minimale de 300 μm) en se focalisant sur PET et PE. Bien que cette méthode soit utile et 
appropriée dans un cadre de sciences participatives et pour la sensibilisation des citoyens, elle 
présente un taux d’erreur élevé (Hidalgo-Ruz et al., 2013). Digka et al. (2017) et Matiddi et al. (2021) 
précisent qu'en dessous de 200 μm, il devient difficile de prélever et déterminer si les particules sont 
des plastiques sans avoir recours à un spectromètre. 
Différentes techniques de microspectrométrie peuvent révéler la présence de microplastiques. Elles 
varient en fonction des microplastiques recherchés, de leur seuil de détectabilité et de leur résolution 
spatiale (Strungaru, 2019; Mettler Toledo, 2022). La technique de microspectroscopie Raman n’est pas 
adaptée à tous les types de polymères, certains peuvent être masqués par le phénomène de 
fluorescence : son signal est d'un ordre de grandeur plus élevé que la diffusion Raman et elle submerge 
souvent le signal Raman. La spectroscopie Raman offre une résolution spatiale particulièrement faible 
de l’ordre du micromètre. Elle permet donc une analyse de fines particules sur une surface réduite. La 
spectroscopie infrarouge (FTIR) se caractérise par une résolution plus élevée de l’ordre de la dizaine 
de micromètre, n’est pas affectée par les phénomènes de fluorescence, et n’induit aucune dégradation 
thermique de l'échantillon, contrairement à la spectroscopie Raman (qui utilise une source de lumière 
laser de forte intensité). La méta-analyse de Kannankai montre la préférence de l’outil FTIR pour la 
caractérisation des polymères (Figure 9).  

 
Figure 9: Dispositifs employés pour la caractérisation des polymères de microplastiques par les auteurs ayant publié dans 

la littérature à comité de lecture (FTIR: Infra-rouge à transformée de Fourier; py-gc-ms : Pyrolyse-chromatographie en phase 
gazeuse-spectrométrie de masse (Pyrolysis–gas chromatography–mass spectrometry) ; Raman : Spectrométrie à infra-

rouge; d’après Kannankai et al., 2022) 

 

4.2.5. Prévention de la contamination 

Depuis Wesh (2016) jusqu’à Walkinshaw (2023), les procédures de prévention sont toujours les 
mêmes : Blouse de laboratoire en coton ou tissus naturels, gants, matériel de laboratoire nettoyé à 
l’éthanol, échantillons couverts de feuilles d’aluminium ou par des couvercles en verre, blancs de 
contrôle (membranes vierges laissées à l’air ambiant ou ayant subi le protocole) analysés à chaque 
étape du protocole. Cette étape est effectuée en début de protocole afin d’évaluer l’efficacité du 
protocole d’entretien du matériel et des locaux, et prendre en compte la contamination par le 
manipulateur pour les interprétations des résultats. Notons qu’aucun auteur ne publie les résultats de 
ses blancs. Il est donc difficile d’évaluer l’impact de la contamination, bien que les publications appuient 
la nécessité de cette procédure de vérification. Les fibres textiles sont omniprésentes et les moyens et 
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équipements des laboratoires ne sont souvent pas assez performants pour éviter cette source de 
contamination secondaire, aussi, la plupart des auteurs ne les considèrent plus dans leurs analyses. 
 

4.2.6. Conclusion 

Le protocole MEDSEALITTER n’est pas directement transposable sur les poissons d’eau douce testés 
dans le cadre de ce projet car les poissons collectés dans les eaux douces sont plus gros et le tractus 
digestif contient plus de matériel résistant à la digestion (ex : sédiments, chair, arêtes et écailles des 
proies). Nous avons donc conduit une série d'expérimentations pour améliorer ce protocole dans le 
contexte de cette étude. 
 

4.3. Tests et résultats avec les poissons d’eau douce 

 
A partir de la littérature et de notre propre expérience sur les poissons marins (protocole 
MEDSEALITTER), nous avons conduit une série de tests sur les tractus digestif des poissons d’eau 
douce, afin de vérifier la transférabilité des protocoles et tester leur opérabilité dans le cadre d’un 
programme de surveillance des impacts des microplastiques dans les eaux douces.  
 

4.3.1. Difficultés rencontrées, orientations prises et développement de dispositifs 

Les poissons employés dans le projet MedSeaLitter (protocole dans Matiddi et al., 2021) ne pèsent que 
20 g en moyenne. Sur les poissons d’eau douce récupérés dans la présente étude, ce protocole n’est 
pas entièrement applicable, car la masse des tractus digestifs est bien supérieure au poids d’un bogue 
entier (espèce de référence de l’étude MedSeaLitter). Nous avons donc travaillé à l’élaboration d’un 
protocole adapté, pour prendre en compte le temps de digestion beaucoup plus long, et la présence 
dans le contenu stomacal, de matière difficilement digérables comme les sédiments ou des fragments 
d’autres poissons (proies). Nous avons travaillé en essais-erreurs-adaptations. 
 

4.3.2. Précautions 

Il est important d’être protégé car des produits corrosifs sont employés, toxiques et risquant d’irriter les 
voies respiratoires. Un masque respiratoire avec des filtres à gaz adaptés aux émanations de produits 
toxiques, des lunettes-masque de protection, des gants, une blouse épaisse couvrant les vêtements et 
avant-bras sont de rigueur afin de préserver la santé du manipulateur. 
Les produits chimiques employés sont filtrés et réutilisés au maximum. Les produits non réutilisables 
ne sont en aucun cas rejetés dans les éviers, ils sont placés dans des cuves pour traitement spécial 
des déchets présentant un risque pour l’environnement. 
 

4.3.3. Prévention de la contamination 

L’ensemble du matériel utilisé est d’abord désinfecté par nettoyage des dispositifs à l’alcool à 35 % 
puis protégé avec des feuilles d’aluminium afin de limiter la contamination par les micro-plastiques 
aéroportés. 
La verrerie de laboratoire a été désinfectée dans un four à moufle. Le matériel en acier inoxydable a 
été nettoyé dans un bain ultrasonique (Retsch GmbH, 2016). Tous les équipements et matériels de 
laboratoire ont été méticuleusement rincés avec de l'eau déionisée pré-filtrée (0,2 μm ; Milli-Q) et de 
l'éthanol à 35 % avant et pendant toutes les étapes de travail afin d'éviter la contamination des 
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échantillons. Tous les matériaux ont été recouverts de couvercles en verre ou de papier d'aluminium 
pour éviter la contamination par l'air. 
Les pinces et les tamis ont été minutieusement inspectés sous une loupe binoculaire afin d'éviter le 
risque de contamination croisée des résidus ou de toute particule coincée dans les mailles des tamis. 
Des blouses de laboratoire en coton et uniquement des vêtements non synthétiques ont été portés.  
Les échantillons ont été placés dans un dessiccateur propre et fermé pour être séchés à l'abri de la 
poussière. Avant utilisation, et après nettoyage, les tamis ont fait l'objet d'un contrôle visuel pour vérifier 
qu'ils n'étaient pas endommagés et qu'ils étaient propres. 
Les produits réutilisés comme le Chlorure de Zinc sont filtrés avec des membranes 1,2 µm après 
utilisation et sont stockés dans des bouteilles en verre. 
Des échantillons “blancs” sont utilisés pour contrôler la contamination. Il s’agit de filtres sur boîtes de 
pétri apposées sur la table de manipulation. Ces échantillons “blancs” ayant subi la même procédure 
que les échantillons des digestats ont été analysés sous loupe binoculaire. Cette méthode s’avère 
chère et très chronophage, car elle est réalisée pour chaque étape du protocole et nécessite autant 
d’Anodiscs2 que d’étapes dans la procédure. On utilise également un échantillon vierge “blanc” pour 
tester d'éventuelles contaminations. On ajoute dans un bécher vide, un volume similaire d’H₂O₂ à celui 
utilisé dans les échantillons, et on suit le protocole.  
 

4.3.4. Extraction du tractus digestif, collecte et lavage du contenu digestif  

L'extraction du tractus digestif a été réalisée par le Laboratoire d’analyses de la Drôme et les systèmes 
digestifs congelés ont été transférés au CEFE. Les tractus digestifs sont découpés dans le sens de la 
longueur et rincés sur un tamis afin d’en récupérer les particules inférieures à 1 mm (passée cette taille, 
elles ne sont plus discernables à l'œil nu). Un tamis de 50 µm est disposé en dessous. Cette maille 
correspond donc à la limite inférieure de la taille des déchets analysés. La matière récupérée est 
transposée dans un bécher pour mise en flottation. 
 

4.4.4. Mise en flottation 

Suite à la difficulté à obtenir un digestat transparent et à la durée très longue de digestion, nous nous 
sommes inspirés des méthodes employées pour extraire les microplastiques des sédiments. Nous 
avons ajouté une étape consistant à séparer sédiments et particules synthétiques selon leur densité 
par mise en flottation. Avio et al. (2015) ont constaté qu’en utilisant une solution saline, la flottation 
avant digestion avec H₂O₂ à 15 % à 50°C, la récupération des microplastiques présentait une efficacité 
de 95 % pour le PE et le polystyrène (PS) dans les tubes digestifs de poissons. 
 
Nous nous sommes inspirés de protocoles avec séparateur densimétrique pour fabriquer un dispositif 
pour cette étude (Nakajima et al., 2019 ; Coppock, 2021). Cette étape est arrivée en fin de projet, après 
différents tests. Aussi, le budget restant de l’étude n’était pas suffisant pour acheter ce dispositif (263 
€ + matériel associé). Cependant, nous avons construit et testé différents dispositifs semblables avec 
le matériel présent dans le laboratoire (Figure 10). 
 

                                                
2 Membrane inorganique en oxyde d’aluminium tolérée par le FTIR, seules les membranes minérales sont 
adaptées à la technologie FTIR 
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Figure 10 : Différents séparateurs de sédiments testés 

 

D’après Coppock et al. (2017), le tube en PVC est trop compliqué à nettoyer, et le contenant trop grand, 
or il n’était pas possible de construire un dispositif plus petit car nous possédions déjà la taille de vanne 
minimale. L’ampoule de décantation est impossible à nettoyer. L’entonnoir en verre est efficace mais 
trop évasé sur la partie haute. Nous avons donc opté pour une ampoule de coulée (Figure 11). 
 

 
Figure 11 : Ampoule de décantation sélectionnée 

 
Nous avons ensuite recherché le type de produit pouvant faire remonter les polymères, ainsi que sa 
concentration : 

- Le ZnCl₂ est le produit qui permet d’augmenter la densité d’un liquide au-delà de 1,7 g.cm-3 
(Cunsolo et al., 2021) (densité du PVC, le plus dense). Toutefois, il est toxique autant pour l’humain 
que pour l’environnement. 

- Le NaCl (protocole NOAA, Masura et al. 2015) ne fait remonter que les plus légers, PE et PET. 
- Le NaI est très gras, expansif, difficile à nettoyer et cher. Il est efficace, réutilisable, et utilisé par 

d’autres équipes comme celles rencontrées à l’ENTPE qui l’emploie à la densité de 1,7. Les équipes 
de l’IMT Nord Europe l’utilisent à une densité de 1,8, mais la digestion après immersion dans le NaI 
s'avère difficile. 
 
Nous suivons donc le protocole de Coppock et al. (2017), qui préconise une densité (ρd; masse 

volumique de sol sec) de ZnCl₂ à 1,5 g/cm³ qui permet de dépasser la densité du PVC, polymère le plus 
dense (1.44 à 1.48 g/cm³). Nous avons d’abord testé une solution de ZnCl₂ préparée à partir de poudre 
et réalisé des tests avec un morceau de PVC d’1cm³ plongé dans la préparation à différentes densités, 
puis nous avons employé un densimètre en verre gradué (amplitude : 1.500-2.000).  
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Par ailleurs, les contenus digestifs contiennent du limon, du sable et des graviers. La densité du limon 
est de ρd = 1,45 g/cm3, celle du sable ρd = 1,6 g/cm3, celle du gravier entre 1,52 et 1,68 g/cm3, et 
celle du gravier mélangé au sable est de 1,92 g/cm3. Il est donc nécessaire de ne pas dépasser le seuil 
de 1.48 g/cm³ afin d’éviter au maximum la remontée des matières minérales dans la colonne du 
séparateur de sédiment. 
Pour passer du milieu ZnCl₂ au milieu H₂O₂ nous avons testé les réactions entre ces deux produits 
dans un laboratoire de chimie. En ajoutant 100 ml d’H₂O₂ à 100 ml de ZnCl₂, aucune réaction n’est 
obtenue. Cependant, le ZnCl₂ ayant des propriétés acidifiant le milieu (pH voisin de 4), il est essentiel 
de rincer l’échantillon recueilli après passage dans la colonne de sédimentation. Le rinçage s’effectue 
à l’eau milliQ (marque déposée par la société Millipore Corporation, purifiée par un système de 
filtres/résines/membranes) sur un tamis, dans cette étude, testé avec un tamis de maillage ∅ 25 µm, 
de ∅ 50µm, et de ∅ 71µm. Nous testerons sur un maillage moins fin, de 100 µm. Le temps de 
décantation du contenu digestif optimal est d’environ 3 jours, en fonction de la matière contenue dans 
le tractus digestif. 
 

4.4.5. Digestion du contenu digestif  

Différentes concentrations et températures ont été testées. Pour la méthode acidifiante, le H₂O₂ a été 
sélectionné, et pour la méthode basifiante, le KOH. Ce dernier est efficace mais les résidus de matières 
grasses sont un frein à la filtration et elle nécessite une gestion des effluents. Le H₂O₂ est efficace, 
relativement peu impactant sur l’intégrité des micro-particules, biodégradable et sans danger pour 
l’environnement et est donc le milieu de digestion qui a été choisi dans cette étude. 
Aucun auteur, dans la littérature, ne précise un indice de digestion qui permet de décider quand arrêter 
cette étape du protocole. Afin de déterminer l’aboutissement du processus de digestion (état du liquide 
digéré), des phases de digestion, avec et sans agitation, ont été déterminées selon les solutions 
employées (H202, KOH et KOH+Tween 20), en considérant un indice de couleur (KOH et Tween 20) 
et de turbidité (transparent/blanc/brun/gris/orange (selon la solution employée), niveau d’opacité) 
évalué à dire d’expert. 
 
A la fin de la digestion, les digestats doivent être filtrés. Nous avons observé que la digestion ne dépend 
pas de la masse de l’échantillon mais elle dépend de son contenu (Figure 12). 

 

 
Figure 12 : Durée de digestion (en jours) par rapport à la masse de l’échantillon (en grammes) (test réalisé avant séparation 

densimétrique sur 50 tractus digestifs) 
 

La durée de digestion dépassant 15 jours, nous avons conclu que la méthodologie de digestion 
proposée dans le protocole MEDSEALITTER n’est pas assez efficace pour être appliquée aux poissons 
d’eau douce. La durée de digestion n’est pas tenable avec nos contraintes logistiques. 
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Pour pouvoir filtrer sur des membranes de porosité très fine (0,2 µm), adaptées au spectromètre (voir 
étapes ultérieures), nous avons testé différents autres produits chimiques (KOH, Tween20, H₂O₂), 
concentrations et températures, afin d’optimiser la digestion des tractus digestifs, et sans affecter 
l’intégrité des polymères. Après plusieurs tests, la digestion reste problématique : Les membranes en 
fibre de verre de porosité 2,7 µm sont colmatées rapidement avec du sable [60µm-2mm] ou du limon 
[2µm-60µm]. Avant de filtrer le digestat sur des Anodiscs de 0,2 µm (4€/pièce), des essais ont été 
réalisés sur des membranes en fibres de verre moins coûteuses (1,6 €/pièce). Pour diminuer la quantité 
de matière organique, des concentrations plus élevées d’H₂O₂ (30 %) ont été employées, avec des 
températures plus hautes, de 50°C, pendant la digestion. Grâce au tamisage et à la séparation 
densimétrique, la durée maximale de digestion a pu être diminuée à 15 jours.  
Par ailleurs, la vitesse de rotation (en rpm) des barreaux d’agitation en verre, qui permet d'agiter la 
solution en digestion, dépend de la densité du contenu du bécher. Nos expériences montrent qu’il faut 
que le tourbillon atteigne le bas du bécher, phénomène observé autour de 1000 rpm, pour une meilleure 
répartition des éléments. En effet, si le tourbillon n’atteint pas le fond, une masse centrale s’agglomère 
et échappe à l’oxydation. 
 

4.4.6. Filtration sur tamis 

Afin d’optimiser la digestion, les échantillons doivent être tamisés lorsque le H₂O₂ ne peut plus agir sur 
la matière, soit quand le milieu saturé de liquides digestifs ou bien que le H₂O₂ s’est évaporé. 
Différentes mailles de tamis ont été testées : 

- 1 mm pour la limite supérieure, les déchets compris entre 1 et 5 mm peuvent être analysés3 à 
l’aide de ATR-FTIR. 

- Pour la limite de taille inférieure, une maille de 71µm en début d'expérience (matériel mis à 
disposition par le CEFE), 20 µm (matériel mis à disposition par l’INRAE, testé en fin de Phase 
1), 50 µm (matériel acheté et reçu en toute fin de projet). Il est constaté que le tamis de 20 µm 
retient trop de particules, alors que celui de 50 µm laisse bien passer les fluides digestifs et 
retient bien les particules.  

Il a été décidé de ne pas prendre en compte les fibres, d’une part à cause de leur diamètre (20 à 40 
µm) rendant leur détectabilité difficile, d’autre part car elles représentent la majorité des déchets 
retrouvés et que les risques de contamination par le matériel employé (vêtements et filets) sont très 
forts. Il a donc été décidé de travailler avec le tamis de 50 µm pour cette étude. 
Le temps de cartographie infra-rouge a été optimisé en calibrant le tamis de recherche du spectromètre 
sur 100 µm (Figure 13). Ainsi, en cohérence avec le tamis de recherche du spectromètre, nous 
utiliserons des tamis en inox de 100 µm pour faciliter la digestion. 
En conclusion, la taille minimale des particules prospectées est de 100 µm. 
 

 
Figure 13 : Exemple de tamis virtuel de recherche spectrale modifiable avec un curseur. 

                                                
3 Les limites supérieures les plus utilisées sont 1 et 5 mm (ex : sur les tortues marines, Mattidi et al., 2019) mais 
la limite de taille inférieure est moins consensuelle (Gigault et al., 2018 ; Hartmann, et al., 2019) 
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4.4.7. Extraction des microplastiques collectés 

Nos expérimentations montrent que la porosité de membrane filtrante la mieux adaptée est celle de 10 
µm mais celle-ci n’est disponible à l’achat qu’en cellulose, or comme les filtres en fibres de verre, les 
filtres en cellulose ne servent qu’à filtrer les produits chimiques après préparation, ou après utilisation 
en vue du nettoyage et recyclage du ZnCl₂. Seules les membranes en alumine (ou Anodisc) de porosité 
0,2 µm peuvent être employées pour filtrer le digestat et analyser le contenu au FTIR. Les étapes 
précédentes de digestion ont donc été ajustées en prenant en compte l’analyse des durées de filtrations 
en fonction des différents types de filtre, afin d’obtenir un digestat capable de passer à travers une 
maille de diamètre 0,2 µm. 
 
Après filtration, les membranes sont séchées. Il faut éviter l’adhérence de la membrane d’alumine dans 
la boîte de pétri, et la faire sécher sur un morceau d’aluminium pour empêcher ce phénomène.  
Les boîtes de Pétri n’existant que pour des membranes de diamètre 47 mm, nous avions fabriqué un 
adaptateur de boîte de Pétri pour passer de 47 mm à 13 mm. Ces adaptateurs ont été fabriqués en 
bois, puis poncés. Ils seront adaptés pour des Anodiscs de 25 mm que nous avons sélectionnés en fin 
de Phase de test, car ils sont plus adaptés à nos verreries de filtration et évitent les pertes de particules 
comparativement à des Anodiscs plus petits et des verreries plus fines. 
Deux méthodes de séchage ont été expérimentées : séchage à l’air ambiant dans un placard fermé 
(évitement des contaminations) et dessiccateur avec gel de silice. La propreté est plus facile à contrôler 
dans le dessiccateur qui est aussi mieux isolé de l’air ambiant. En effet, les filtres séchés en placard 
contiennent plus de fibres. Nous retenons donc la méthode du dessiccateur avec gel de silice. 
 

4.4.8. Tests de détectabilité sur polymères connus  

En parallèle aux expérimentations d’optimisation de la digestion et de la filtration à partir des contenus 
digestifs des poissons récupérés dans le cadre de cette étude, nous avons effectué des tests de 
détectabilité à partir de polymères connus.  
Selon Yuan et al. (2022), PVC, PET et PS, sont prédominants dans l’environnement marin, et d’après 
la méta-analyse de Kannankai et al. (2022) (fig. 14), PE, PP, PS, PET, PVC arrivent en tête (le PA est 
essentiellement de la fibre textile qui ne rentre pas dans cette étude). Les polymères les plus détectés 
dans les études d’ingestion par les poissons de Méditerranée (Bellas et al., 2016; Alomar et al., 2017; 
Digka et al.,2018; Giani et al., 2019; Tsangaris et al., 2021) sont PE, PP et PET. Aucune étude de 
détectabilité n’a été menée, à notre connaissance, sur les milieux d’eaux douces. Nous avons donc 
effectué des tests de détectabilité sur les polymères les plus abondants en milieu marin, d’après la 
littérature. Ce sont néanmoins les types de polymères les plus répandus dans nos environnements 
courants. 

 

 
Figure 14 : Fréquence mondiale des polymères de microplastiques marins (Kannankai et al., 2022) 
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Afin d’effectuer des matrices de test avant l’application du protocole de routine, des fragments de 
différentes tailles de chaque type de polymères ont été réalisés à partir de matériaux bruts à l’aide 
d’une râpe puis tamisés sur un maillage de 200 µm (selon Matiddi et al. (2021)), les micro-plastiques 
inférieurs à 200 µm sont impossibles à prélever individuellement). Les micro-plastiques ainsi tamisés 
et calibrés ont ensuite été disposés dans une boîte de pétri en verre et placés sous loupe binoculaire. 
Ils ont alors été récoltés un à un à l’aide d’une minutie d’entomologie (aiguille) puis placés dans des 
tractus digestifs-tests (100 items/ind.) disposés dans d’autres boîtes de Pétri en verre. Il a été vérifié 
que les micro-plastiques insérés dans les tractus digestifs étaient bien retrouvés à la loupe binoculaire. 
 
Nos tests (Tableau 4) révèlent que la détectabilité au FTIR des polymères ayant subi l’effet de le H₂O₂, 
n’est pas affectée ni par la concentration et ni par la température bien que leur aspect puisse changer 
cependant. Ces résultats nous permettent de valider la solution de digestion H₂O₂ avec une 
concentration de 30 % à 50°C. 
 
Tableau 4 : Pourcentage de correspondance entre le spectre testé et la bibliothèque spectrale du logiciel OMNIC Picta en 
fonction du type de polymères (N: nombre de particules) (“match”), concentration d’H2O2, température et durée de digestion. 

 
 
Le taux de similitude des spectres par rapport aux spectres de référence est moins bon pour le PET 
(moyenne 51,45%) que pour les autres polymères. Le PET est connu pour être le plastique le moins 
résistant aux réactions d’oxydation le plus résistant étant le PVC dont le taux de correspondance est 
cependant également assez faible (64,28%). Il est donc possible que la dégradation oxydative du PET 
libère des composés néoformés dont la présence dans le matériau modifie la signature spectrale. 
Nous avons cherché quelles méthodologies de micro-spectrométrie peuvent révéler la présence des 
microplastiques recherchés. Elles varient en fonction des microplastiques recherchés et de leur seuil 
de détectabilité (Strungaru, 2019; Mettler Toledo, 2022). Les tests effectués au Raman ont été 
infructueux : Plusieurs polymères ont eu leur spectre effacé par la fluorescence. Le FTIR a donc été 
choisi pour effectuer les analyses, dispositif présent à l’Institut Agro. 
Nous avons procédé à différents paramétrages du spectromètre FTIR pour avoir les meilleurs résultats 
de détection possibles. 
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Figure 15 : Schéma de fonctionnement d'un spectrophotomètre FTIR (Sekkoum et al. 2012) 

 
Les membranes (Anodiscs) de ∅ 25 mm dépassent la taille de la surface seuil d’analyse. Pour couvrir 
la totalité de la membrane de ∅ 25 mm, nous devons multiplier les analyses en effectuant 3 mesures 
juxtaposées alors qu’une seule analyse permet de couvrir la surface des membranes de ∅ 13 mm 
utilisées en début de protocole. Il faut compter environ 4 heures, du calibrage du FTIR jusqu’aux 
résultats des analyses qui en sont issues. 

 

 
Figure 16 : Exemple d’analyse d’une membrane de ∅ 13mm entrant parfaitement dans le cadre de capture de mosaïque. 

 
Figure 17 : Exemple d’analyse d’une membrane de ∅ 25mm sortant du cadre de capture de mosaïque. A gauche, on voit 
que la membrane sort du cadre de taille maximale. Il faut donc désormais 3 analyses pour couvrir une membrane entière. 

 
L’analyse est effectuée au moyen d’un détecteur en composé de tellurure de mercure-cadmium (MCT) 
refroidi à l’azote liquide (N) qui offre une meilleure résolution spectrale. La quantité d’azote liquide à 
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prévoir est de 1,5 L/jour, soit environ 7,5 L/semaine pour une utilisation intensive. L’azote liquide ne se 
conserve pas au-delà d’une semaine dans la bonbonne (remplie par un organisme extérieur à l’INRAE, 
donc une commande préalable doit être planifiée). 
 
Validation des tests de détectabilité sur polymères connus : 
Ce n’est qu’au dernier jour de cette Phase 1 que nous avons reçu la platine pouvant accueillir les 
Anodiscs de ∅ 25 mm. Un seul test a donc pu aboutir avec une unité de filtration de 25 mm. Nous 
n’avons eu le temps de tester qu’une seule membrane sèche, sur laquelle un digestat avait déjà été 
préalablement filtré. En cette fin de Phase de tests, un autre polymère inséré dans un tractus digestif, 
composé d’un alliage de PE et PP (Polyéthylène:Polypropylène), a été employé, car compte tenu de 
sa signature spectrale spécifique, il est plus facile à distinguer des autres polymères au FTIR. Ces 
particules ont affiché une correspondance de 84,30 % avec les spectres de la bibliothèque de référence 
(Fig 18).  

 
 

 
Figue 18 : propriétés spectrales du Polyéthylène:Polypropylène inséré dans le dernier échantillon testé 

 
Nous avons pu connaître le nombre de particules de microplastiques insérées dans la matrice de test 
: Parmi les 100 particules de Polyéthylène:Polypropylène placées dans le tractus digestif, 85 ont pu 
être retrouvées. 
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Figure 18 : Résultats des composants identifiés sur les 3 parties de la membrane analysée. 

 
On retrouve 85 % (54+9+22) des particules de Polyéthylène:Polypropylène sur les membranes de ∅ 
25 mm, contre moins de 10 % de particules sur les membranes de ∅ 13 mm (unités de filtrations 
retenant trop de particules sur la verrerie, le joint torique et le support de membrane). 
 

4.4.9. Unités 

Les résultats pourront être exprimés en :  
- Présence/absence : Présence ou absence de microplastiques dans l’échantillon ; 
- Fréquence d’occurrence : Ratio du nombre d’échantillon présentant des microplastiques sur 

nombre total d’échantillon ; 
- Abondance : Nombre de fragments de microplastique par échantillon, ou moyenne pour tous 

les échantillons ; 
- Masse : Masse de microplastique par échantillon (10-x g), ou moyenne pour tous les échantillons  
- Surface : taux de recouvrement (% de la surface analysée) 

Les résultats pourront être exprimés par type de polymère. 
 

5. Discussion 

5.1. Identification des particules 

Le seuil de décision, qui correspond au niveau seuil de correspondance entre le spectre du polymère 
testé et le spectre disponible dans la banque de données spectrales de référence (“good match”) doit 
être défini. Selon Digka et al. (2017), il doit être de 85% au minimum. Il est rare d’obtenir des 
correspondances supérieures à 85 % avec la bibliothèque du logiciel OMNIC Picta, l’optimum se situant 
plutôt à 80 %. 
Par ailleurs, il peut exister des confusions sur un polymère en particulier, la cellophane. En effet, il y a 
plusieurs taux de correspondances (“match”) du spectre de ce polymère avec la bibliothèque spectrale 
(Figures 19 et 20). Le film étirable, appelé communément cellophane est du PVA (Polyvinyl alcohol) ou 
Polyvinyl Acetate Ethylène dans l’exemple ci-dessous. La vraie cellophane est la contraction de 
“cellulose diaphane”. L’un est un polymère hydrosoluble issu de ressource fossile, l’autre un composé 
biosourcé et biodégradable. Ce problème de définition est à résoudre car la cellophane est 
omniprésente dans les échantillons de matières organiques digérées. En effet, les résidus d’éléments 
organiques sont assimilés à du cellophane ou de la cellulose par le dispositif. 
 



Micro-plastiques et poissons d’eaux douces - Elaboration d’un protocole standard – HISA-CEFE-INRAE – Mai 2023 - 22 

 
Figure 19 : Exemple avec un morceau de film étirable, appelé cellophane par abus de langage, détecté comme étant du 

PVA par le FTIR 

 

 
Figure 20 : Exemple avec un acarien détecté comme étant de la cellophane par le FTIR 

 

La cellophane regroupant dans sa définition FTIR tous les résidus organiques, elle domine l’occupation 
des membranes :  
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Figure 21 : Exemple de membranes recouverte de particules de cellophane (bleu clair) et résultats du FTIR 

 

Sur la figure 21, on observe 386 particules de cellophane (en bleu clair).  
 
Alors que le mot “cellophane”, par abus de langage, est généralement employé pour désigner le film 
étirable, PVA, ici notre FTIR le considère comme un polymère organique (cellulose diaphane). Pour 
évaluer l’ingestion des microplastiques d’origine pétrochimique, il faudra donc seulement prendre en 
compte le spectre du PVA. Les auteurs généralement ne précisent pas quel type de cellophane ils 
cherchent à identifier. Pour une étude nationale, il sera important de définir le type de cellophane 
recherché. 

 
 
5.2. Nombre d’échantillons 

 
L’objectif final de ce projet est d’évaluer l’ingestion de microplastiques selon l’espèce, le lieu et l’habitat, 
qui d’après la méta-analyse d’Azizi et al. (2021) sont des facteurs influençant la probabilité d’ingestion 
de microplastiques chez les poissons. D’après la littérature, il faudrait un minimum de 50 individus par 
espèce (ICES 2015/MSFD-TSGML 2013) ou 30 selon d’autres auteurs (Matiddi et al., 2021). Le nombre 
d’échantillons à analyser et les valeurs des occurrences observées seront à tester par des analyses de 
puissance afin d’en évaluer les valeurs susceptibles de mettre en évidence des tendances temporelles 
ou des différences spatiales significatives.  

5.3. Taille minimale à prospecter 

D’après Andrade et al. (2019), les dimensions des plastiques ingérés varient en fonction du groupe 
trophique. Nous devons définir la taille des particules recherchées, sachant qu’en dessous de 100 µm, 
les analyses spectrales sont plus chronophages : Plus la maille de détection du FTIR est réduite, plus 
le FTIR détectera de particules. Ainsi une analyse démarrant à 25 µm aura des chances de détecter 
approximativement 1000 particules, tandis qu'une analyse débutant à partir d’un tamis de 100 µm aura 
plus de chance de repérer approximativement 400 particules. Il y a donc un compromis à établir entre 
la taille seuil de particule détectable souhaitée et la durée de l’analyse. En comptant 4 secondes pour 
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l’identification d’une seule particule (mosaïque, background, détection des particules, application du 
background, analyse des particules), il faut donc compter 133 minutes (environ 2 h 20) pour identifier 
400 particules et 333 minutes (environ 5 h 30) pour 1000 particules. 
Selon Collard et al. (2019), le système de filtration des branchies de poisson définit la taille limite des 
particules qui sont retenues, et 5 µm pourrait être la limite la plus basse d'investigation. Selon Matiddi 
et al. (2021), la détection d'éléments inférieurs à 100 μm ne doit être prise en considération que pour 
les études de recherche. En effet, en dessous de cette taille, le nombre de particules augmente 
probablement, mais peut être biaisé par les risques de contamination et la fragmentation des particules 
de tailles supérieures. La plupart des études sur l’ingestion de microplastiques par les poissons prend 
en compte une taille minimale de 100 μm, d’autres moins nombreuses, descendent à 50 μm. Ce seuil 
de taille minimale devra être défini pour la Phase 2 de l’étude. Les auteurs extrayant les microplastiques 
à la pince, plutôt qu’à la filtration, se limitent généralement à 200 μm. 
 

6. Perspectives 

Le protocole que nous avons élaboré, adapté pour l’extraction et l’identification des micro-plastiques 
ingérés par des poissons d’eau douce, vise à être mis en œuvre sur l’ensemble des poissons collectés 
par l’OFB en 2020 afin de  

(i) Mener le premier état des lieux des impacts des microplastiques sur les poissons d’eau douce à 
l’échelle métropolitaine en évaluant les variations spatiales et interspécifiques en termes 
d’occurrence, de quantités et de types de polymères ; 
(ii) évaluer les facteurs spécifiques, environnementaux et anthropiques influençant l’ingestion de 
déchets chez les poissons,  

L'enjeu sera également d'évaluer si une des espèces collectées pourrait être un bon indicateur des 
impacts des microplastiques pour les eaux continentales et l’occurrence d’ingestion et les quantités 
ingérés peuvent être corrélées aux mesures mises en œuvre. 
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