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RESUME

La disposition du purin de porc est devenue problématique au
Québec depuis 1'intensification de la production porcine. De ce fait, 1'é-
valuation des répercussions environnementales sur le milieu aquatique de
1'épandage, un moyen traditionel de disposition du fumier, devait &tre envi-
sagée. En effet, une revue de 1'état des connaissances dans ce domaine
montre clairement que selon les conditions d'application, le type de culture
et le type de sol, 1'épandage du purin de porc sur un champ agricole peut
modifier la composition du sol, des eaux de drainage et méme des cours d'eau
avoisinants. Malheureusement, il existe peu de connaissances sur les effets
inhibiteurs ou stimulateurs des composés transportés sur les organismes
aquatiques. Dans cette étude, les modifications de la qualité des eaux de
percolation suite @ 1'épandage sur des colonnes de trois types de sol québé-
cois, un loam sablo-argileux, une argile limoneuse et un sable loameux, sont
pris en considération en é&tant évaluées a 1'aide des bio-essais avec

Selenastrum capricornutum.

Bien que le purin brut ait un effet toxique sur la croissance de
Selenastrum, 1'épandage du purin produit des effets dffférents selon le type
de sol. Les percolats provenant des troié sols n'ayant pas regu de purin
(témoin) ont un effet d'inhibition qui semble relié a la présence de matiére
organique. L'ajout de purin au loam sablo-argileux augmente 1'effet d'inhi-
bition. Dans le cas de 1'argile limoneuse, 1'épandage stabilise le sol et

dans le percolat, une croissance plus élevée que le témoin est notée;
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toutefois, une 1égére inhibition due a la présence de matiére organique est
observée. L'épandage produit peu d'effet sur le sable loameux. L'‘'applica-
tion du purin augmente les concentrations de nitrate dans les eaux de perco-
lation de deux des trois sols. Toutefois, les taux de phosphore inorganique
demeurent faibles. Le phosphore se trouve probablement sous forme organi-

que.
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ABSTRACT

The disposal of swine manure has become quite a problem in Quebec
since swine production has been intensified. It has become important to
evaluate the environmental impact on the aquatic syStem of land spreading,
the main method of manure disposal. In fact, a review of the state of know-
ledge in this field clearly shows that, depending on the application condi-
tions, the type of crop and the type of soil, land spreading of swine manure
on an agricultural field can change soil composition, the quality of ground-
water and even the surrounding streams. Unfortunately, little is known
about the inhibition or stimulation effects of the transported components on
aquatic organisms. In this study, changes in seepage water quality after
manure application on columns containing three types of quebec soils, a
silty clay, a sandy clay loam and a loamy sand were evaluated by using

bioassays with Selenastrum capricornutum.

Even though manure itself has an inhibitory effect on the growth
of Selenastrum, its application onto columns of soil produces different
effects for each soil. Water collected from columns not having received any
manure showed an inhibitory effect which seems related to the presence of
organic matter. The addition of manure to the sandy clay loam increased
this inhibitory effect. In the case of the silty clay the manure stabilized
the soil, and growth was increased in the seepage waters but did not reach
control levels indicating that the inhibitory effect of organic matter may

still have been present. The application of manure to the loamy sand had
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little effect on soil water. When manure was added to the columns, nitrate
concentrations increased in the water collected from two of the three soils.

However, levels of inorganic phosphorus remained low. Phosphorus seems to

be present in the organic form.
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INTRODUCTION

Les modifications dans la qualité de 1'environnement engendrées
par 1'usage abusif des ressources contraignent 1'homme a prendre conscience
de la sensibilité des écosystémes. Pour le milieu aquatique, en particu-
lier, plusieurs études traitant de 1'eutrophisation ou encore de 1'acidifi-
cation des eaux par le transport a longue distance de polluants atmosphéri-
ques mettent bien en évidence cette sensibilité vis-a-vis les activités
anthropiques (Foehrenbach, 1971; Braekke, 1976; Lee et al., 1978; Harvey et
al., 1981).

Parmi ces activités, celles liées a 1'agriculture semblent &étre, a
priori, moins susceptibles d'engendrer la dégradation du milieu aquatique
que 1'urbanisation et 1'industrialisation. Toutefois, 1'avénement des éle-
vages intensifs, surtout dans le domaine du porc, améne un probléme de dis-
position de quantités importantes de purin, ce qui accentue les risques pour
1'environnement. D'ailleurs, certaines formes de contamination des eaux de
surface et parfois des eaux souterraines ont déja €té signalées dans des

régions ou sont concentrés ces élevages (Simard, 1977).

Dans ce contexte, les premiéres @tudes, surtout celles portant sur
les eaux de percolation, étaient axées principalement sur des paramétres
physico-chimiques. Ainsi, a notre connaissance, aucune étude ne traite de
la biodisponibilité des substances auxiniques ou toxiques présentes dans les

eaux de percolation. Ce travail vise précisément a combler cette lacune par

xiii



1'utilisation du test de fertilité avec 1'algue Selenastrum capricornutum.

Notre approche est basée sur les considérations suivantes. D'a-
bord, les bio-essais avec algues sont reconnus comme étant des outils scien-
tifiques pour décrire la qualité d'une eau en précisant les effets stimula-
teurs ou inhibiteurs sur la croissance d'une espéce particuliére (Eloranta
et Laitinen, 1982). D'ailleurs, ces bio-analyses ont 1'avantage de tenir
compte de la biodisponibilité des substances, ce qui ne peut etre envisagé
par 1'analyse de paramétres physico-chimiques uniquement (Forsberg et al.,

1978). De plus, les tests avec S. capricornutum seraient les seuls bio-

essais avec algues dont la méthode a été suffisamment évaluée et raffinée
pour étre considérée comme fiable et reproductible (Chiaudani et Vighi,

1978).

Ainsi, parallélement a des &tudes en cours a 1'Université Laval,
le présent travail consiste a suivre, a 1'aide de bio-essais avec algues,
les modifications de la qualité des eaux de percolation provenant de colon-
nes de sol soumises a diverses doses de purin de porc. De cette fagon, on
compte distinguer les effets auxiniques et les effets toxiques dans la suc-
cession des eaux de percolation provenant des colonnes de sol, tout en pré-

cisant le rdole de la matiére organique dissoute.
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Chapitre 1

Etat des connaissances sur la pollution agricole par les fumiers




L 'avénement des élevages intensifs

L 'agriculture québécoise se modifie depuis une dizaine d'années a
une vitesse impressionnante. Les nombreux développements technologiques et
1'exode rural ont engendré une industrialisation et une intensification de
la production dans de nombreux établissements agricoles. Les phénoménes de
spécialisation des élevages et des cultures, de régionalisation et de con-

centration a proximité des grands marchés ont également eu lieu.

Dans le domaine de la production porcine, les €levages intensifs
dits hors-sol, en raison de la faible superficie des terres requises pour
les installations, ont contribué @ 1'accroissement du cheptel porcin a prés
de 3 millions de tétes en 1980 (tableau 1). Un marché international parti-
culiérement intéressant et une aide financiére importante provenant du mi-
nistére de 1'Agriculture, par le biais de 1'0Office du Crédit agricole, ont
incité les producteurs a établir et a opérer selon des principes d'économie
d'échelle des exploitations spécialisées de 1 000, 2 000, 5 000 et 10 000
porcs (Massé, 1981). Pour cette raison, les producteurs traditionnels et
diversifiés furent a toutes fins pratiques exclus du marché qui fut occupé
presqu‘exclusivement par un petit nombre de producteurs hautement spéciali-

Sés.

Une des conséquences les plus importantes de cette intensification
et de cette spécialisation est la rupture de la complémentarité entre les
productions animales et végetales. L‘'éleveur préfére souvent acheter la

nourriture des animaux au lieu de la produire et de ce fait ne dispose guére




3-

Tableau 1: Nombre de porcs au Québec par régions agricoles et production
estimée de fumier (Bureau de la Statistique du Québec, 1980).

Régions agricoles Porcs de reproduction Porcs destinés au marché
Nombre de Fumier frais Nombre de Fumier frais
tétes (m3.an-1) tétes (m3.an-1)
Bas St-Laurent/ 9 400 54 374 42 000 108 567
Gaspésie
Québec 43 500 251 626 378 000 977 110
Beauce 63 000 364 424 626 000 1 618 176
Nicolet 35 000 202 458 219 400 567 135
Cantons de 1'Est 35 800 207 082 250 300 647 013
Richelieu 63 500 367 316 648 100 1 675 304
Sud-ouest de 9 400 54 373 44 700 115 543
Montréal
Outaouais 4 800 27 764 29 000 74 959
Nord-ouest du 200 1 156 2 000 5 169
Québec
Nord de Montréal 52 300 302 530 370 000 956 429
Mauricie 14 300 82 530 184 000 475 630
Saguenay/Lac 3 300 19 087 20 500 52 986
Saint-Jean

TOTAL 334 500 1 934 720 2 814 000 7 274 021




des terres requises pour 1'épandage des fumiers. Le ministére de 1'Environ-
nement du Québec (MENQ) recommande 0,3 hectare par unité animale, soit 6
porcs. Dans de telle condition, bien que le purin de porc ne représente que
15 % de la production du fumier animal au Québec (Boudreau, 1979), il est
considéré comme un fléau dans les localités ol sont concentrées les grandes
exploitations porcines. Par exemple, le probléme de la disposition des
fumiers est aigu sur les bassins versants des riviéres Chaudiére, Yamaska,

Assomption et Achigan ol les terres ne suffisent plus a 1'épandage.

Pour les sols du Québec dont le niveau de fertilité peut étre
classé comme bas, 1'épandage, ce moyen traditionnel de disposition, permet
de bien exploiter la valeur fertilisante des fumiers qui se chiffrait en
1979 en terme d'azote, de phosphore et de potassium & $7.75 par tonne de
fumier frais ou a environ $30 millions pour 1'ensemble du Québec (Boudreau,
1979). Cependant, divers facteurs rendent la disposition de grandes quanti-
tés de purin assez difficile: (i) une période propice 3 1'épandage relative-
ment courte (une dizaine de jours a 1'automne et au printemps), (ii) une
compaction néfaste des sols provoquée par la machinerie lourde durant 1'é-

pandage et (iii) la compétition des engrais chimiques.

Cette ressource devient donc un déchet agricole en 1'absence de
technologie éprouvée, simple et rentable, permettant sa transformation en
combustible, en aliments pour les animaux ou en compost (Conseil consultatif
de 1'Environnement, 1981). Conséquemment, &tant donné la densité spatiale

des rejets susceptibles de perturber le milieu, ce type d'élevage doit main-

tenant étre considéré comme une source de contamination environnementale.




Ainsi, 1'éleveur se doit d'inclure dans ses coiits de production, un montant

destiné aux installations de stockage et d'épandage des rejets.

1.2 L 'effet potentiel du fumier sur le milieu aquatique

Bien que les effets globaux sur le milieu aquatique aient été
identifiés (figure 1) leur ampleur sur ce systéme, plus souvent qu'autrement
le récepteur ultime des déchets, est encore mal connu. Par ailleurs, les
principales activités agricoles menant a une dégradation de cet environne-
ment, les composantes du purin pouvant affecter ce milieu ainsi que leurs
facons d'atteindre le cours d'eau sont mieux connues et méritent d'étre

détaillées.

1.2.1 Les pratiques contribuant a la dégradation

Des mauvaises pratiques lors de 1'entreposage, la localisation et
la construction des batiments de ferme, le rejet direct du lisier a la ri-
viére ainsi que 1'épandage contribuent a la dégradation du milieu. Bref,
les méthodes de gestion plus souvent que le volume du fumier sont responsa-

bles de la pollution du milieu aquatique.

Pour 1'entreposage, les premiers développements technologiques se

limitaient a copier des systémes déja existants (entrepdts sous la porche-
rie, réservoirs et fosses construits en terre, en bois, en métal ou en béton

armé) avec peu ou pas d'adaptation aux particularités climatiques du Québec

et un controle inefficace de la conception et de la construction (Bernier,
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1981). De tels systémes ont suscité des problémes. Par exemple, depuis
1976, a Saint-Roch de 1'Achigan, les eaux souterraines de ce secteur sont
fortement contaminées par les activités polluantes des porcheries alors que
1'entreposage du fumier se fait dans des réservoirs non &tanches ou directe-
ment dans le sol. Les concentrations en ammoniaque, en phosphore total
inorganique et en coliformes totaux et fécaux sont trés &levées (Massé,
1981). Suite a ces problemes, le MENQ exige, depuis 1980, la construction
d'une fosse étanche capable de stocker les rejets pendant une période de 200
jours. Méme avec ces mesures, le débordement des lieux d'entreposage pose
un probléme lorsque la capacité de la fosse devient insuffisante suite a un
sous-dimensionnement, de fortes pluies ou une vidange incompléte durant la

courte période d'épandage (Ciravolo et al., 1979).

La construction des batiments a proximité d'un cours d'eau ou a

flanc de coteau favorise le ruissellement des déchets liquides des porche-
ries vers le milieu aquatique et facilite les déversements "de nuit sans
lune". I1 s'en suit alors souvent des difficultés d'approvisionnement en
eau potable causées par une rupture de fonctionnement des usines de filtra-
tion pour plusieurs municipaliteés. Leurs conseils municipaux sont d'ail-
leurs conscients des dangers importants du rejet direct du purin de porc sur

le milieu aquatique.

Beaucoup moins rapide qu'un déversement, 1'@pandage peut également

mener @ une dégradation subtile de cet écosystéme. Le probléme découle du

fait que dans les zones ou sont concentrées les élevages, 1'épandage du




purin sur les champs sert plus a la disposition pure et simple qu'a amélio-
rer le rendement des cultures. La charge appliquée au sol ne respectent pas
nécessairement les normes (tableau 2) établies par le MENQ et par le Conseil
des productions végétales du Québec (CPVQ). Le CPVQ se base sur les teneurs
en azote et tient compte de la composition du purin, des pertes d'ammoniac
par volatilisation lors de 1'entreposage (prés de 50%), de la quantité de
minéralisation durant la saison végétative (50% N, 20% P, 50% K) et des

besoins des plantes (Martel et Zizka, 1978).

Le printemps est la période recommandée pour 1'application du
fumier. Toutefois, des problémes peuvent survenir si les pratiques agrico-
les sont mauvaises. En effet, cette saison correspond a la période de re-
charge des nappes souterraines et des riviéres et au moment ou le ruisselle-
ment de surface et 1'érosion augmentent. Dans ce contexte, diverses prati-
ques favorisent le transfert de la valeur fertilisante des fumiers a la
végétation aquatique. Ainsi, le purin est habituellement appliqué a la sur-
face du sol alors que 1'injection dans le sol ou le labourage et le hersage
aideraient a conserver la valeur fertilisante dans le champ. I1 faudrait
bannir 1'épandage sur un sol gelé, sur la neige, sur des terrains en pente,
sur les zones de réalimentation des aquiféres et a proximité des plans

d'eau.

Avec le transfert des rejets agricoles au milieu aquatique, il en
résulte évidemment une contamination en divers éléments chimiques et micro-
biologiques qui entrainent la désoxygénation et la mortalité d'organismes

aquatiques. A la longue, il s'en suit que les points d'eaux ne peuvent plus




Tableau 2: Doses maximales recommandées pour 1'épandage de fumier sur

différentes cultures (Martel et Zizka, 1978).

Cultures Besoin d'azote Dose de fumier Dose de fumier

cPvQ cPvQ! MENQ2

(kg.ha=1) (t.ha-!l) (t.ha-1)
Mais grain 170 57 23
Ma¥s fourrager 170 57 -
Bié 100 33 -
Orge 80 27 -
Avoine 45 15 23
Graminées 111 37 23

L Multiplier les doses par 2,0 si le fumier est entreposé sous forme 1i-

quide durant 1'hiver

CPVQ: Conseil des productions végétales du Québec
2 Entreposé liquide dans fosse a purin durant 1'hiver

MENQ: ministére de 1'Environnement du Québec

- Données non disponibles




satisfaire aux fins d'usages récréatifs (les sports de contact), d'usages

domestiques et d'usages industrielles.

1.2.2 Les émissions

Les féces du porc sont constitués d'une fraction semi-liquide et
d'une fraction liquide. La premiére est produite & raison de 3,8 kg.j-l.
100 kg-! (1,8 tonnes par animal par année) alors que la seconde 1'est au
taux de 3,8 L.j-1.100 kg-! (Overcash et al., 1975; Boudreau, 1979). La
composition du fumier varie avec 1'age, la taille, la race, la condition
physique, 1'alimentation, les méthodes d'é@levage des porcs et les méthodes
d'entreposage de fumier. De plus, une caractérisation uniforme est rendue
difficile par les effets de dilution et les altérations provoquées par la
litiére, les désinfectants, la manutention et les déchets de nourriture.
Enfin, les changements technologiques vers une gestion a fumier liquide ont
apporté une augmentation du volume et des modifications dans la composition
des fumiers rendant encore plus malaisée la comparaison entre les valeurs
présentées dans la littérature. Ainsi faut-il considérer les valeurs compi-
1ées au tableau 3 uniquement comme des exemples pour caractériser la compo-

sition de ce type de rejets.

Le fumier est formé principalement d'eau (92%), de nourriture non
digérée ou de fibres cellulosiques (soies) qui ont &chappées a 1'action des
bactéries ainsi que de gaz organiques et inorganiques. Les solides totaux
sont constitués de matiéres séches aprés évaporation et sont trois cents

fois plus concentrés que dans les égouts domestiques (Miner et Willrich,
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Tableau 3: Caractéristiques physiques et chimiques du purin de porc
(Overcash et al., 1975; Cluis et Jaouich, 1981).

Paramétre Valeurs

Physico-chimie

Humidité 92%

pH 7,4

solides totaux 0,64 kg.j~1.100 kg~!

solides volatils 0,47 kg.j~!.100 kg-!

DCO 0,71 kg.j-1.100 kg-! (86 000 mg.L-1)
DBOs 0,26 kg.j~1.100 kg-! (34 000 mg.L-1)

E1éments majeurs

N 0,48 kg.j-!.100 kg-! (7,5% poids sec)
P 0,014 kg.j-'.100 kg-! (2,2% poids sec)
K 0,021 kg.j-!.100 kg-! (3,3% poids sec)
coT 0,20 kg.j-!.100 kg-! -
Ca 0,019 kg.j-1.100 kg-! (2,9% poids sec)
Mg 0,005 kg.j~1.100 kg-! (0,7% poids sec)
S 0,005 kg.j-1.100 kg-! (0,7% poids sec)
Na 0,004 kg.j-'.100 kg-! (0,6% poids sec)
Eléments mineurs
Zn 0,8 g.j-1.100 kg-!
B 0,32 g.j-1.100 kg-!
Mn 0,17 g.j-1.100 kg~!
Cu (-addition) 0,06 g.j-1.100 kg-!
Cu (+addition de 0,8 g.j~!.100 kg!

125 mg.L-! dans

1'alimentation)
As 0,16 @ 1,58 mg.L-!
Se 0,06 a 0,17 mg.L"!
Cd 0,04 mg.L-!
Hg 0,0071 mg.L-1
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1970). La partie organique représentée par les solides totaux volatils est
évaluée @ 83% des solides totaux et correspond a 14 000 mg.L-! de carbone
organique total (COT). Cette grande concentration de matiére organique
requiert une quantité importante d'oxygéne pour sa décomposition: la demande
biochimique en oxygéne (DBOs) est voisine de 34 000 mg.L~1. Un porc produit
donc en terme de ce paramétre 1'équivalent de 2 a 3 humains (Martel et
Zizka, 1978). En considérant que le milieu aquatique est septique entre
4 et 6 mg.L-! de DBO, le potentiel de pollution serait énorme si les fumiers
utilisés sur les sols n'étaient pas dégradés en CO, et en humus par les

microorganismes.

Parmi les &léments majeurs, les &léments nutritifs (N, P, K) se
retrouvent en quantités non négligeables dans le fumier. En moyenne, 75% de
1'azote, 80% du phosphore (P,05) et 87% du potassium (K,0) contenus dans
1'alimentation ne sont pas utilisés par 1'animal (Taiganides et Hazen, 1966;
Azevedo et Stout, 1974; Brady, 1974), ce qui correspond, par tonne de fumier

frais, @ 6,4 kg d'azote, 1,4 kg de phosphore et 2,9 kg de potassium.

L'azote est présent sous forme ammoniacale et organique avec trés
peu de nitrate (tableau 4). La proportion de chaque type d'azote varie avec
1'état de dégradation de la matiére organique; prés de 50% de 1'azote peut
se transformer, d'une part, en ammoniac et se perdre par volatilisation, ce
qui diminue de beaucoup la valeur fertilisante et, d'autre part, se trans-
former par oxydation biologique en nitrate. Selon Gerritse (1976), la gran-

de proportion du phosphore (75-85%) est inorganique (apatite: CaHPO,, 2H,0).

Le phosphore organique est présent surtout dans la fraction solide sous la
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Tableau 4: Teneurs des différentes formes d'azote dans le fumier

Auteurs N-Kjeldahl N-NH, N-NO3 N-org.

Cluis et Jaouich - 3 900 mg.L-! 48 mg.L-! 2 300 mg.L-!
(1981)

Townshed et al. 5 700 mg.L.-1 3 130 mg.L-! - -

(1969)

Agricultural 6,9% 3,3% - 3,5 %
Research Council 10 % 5,4% - 4,6 %
(1976) 6 % 2,7% - 3,4 %

- données non disponibles.
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forme de composés complexes difficiles a identifier (Harmon et Duncan,

1978). Tout le potassium est sous forme soluble.

Le fumier contient également d'autres éléments majeurs tels le
calcium, le sodium, le magnésium et le soufre, ainsi que des oligo-éléments
comme le cuivre, le zinc, le bore, le manganése, le cobalt et le molybdéne
(McCalla et Viets, 1969). Certains oligo-éléments comme le cuivre et le
zinc sont considérés comme potentiellement toxiques pour 1'environnement
(Harmon et Duncan, 1978). Les médicaments et les additifs alimentaires tels
les antibiotiques, le cuivre, 1'arsenic, les grés et les sables affectent
les propriétés biochimiques et les caractéristiques physiques des fumiers.
Bien qu'en général le cheminement de ces produits dans 1'environnement soit
peu documenté, Harmon et Duncan (1978) soulignent que les additifs alimen-
taires approuvés! ne causent pas de problémes lors du recyclage des fumiers

ou de leur décharge dans les eaux de surface.

Les déjections supportent aussi une quantité énorme de bactéries
dont 3,3 x 10% coliformes par gramme. Ce taux est de 3 a 4 fois plus grand
que chez 1'homme. Les bactéries pathogénes peuvent causer les salmonello-
ses, les leptospiroses, 1'anthrax, la brucellose, 1'érysipéle et les coliba-
cilloses (Massé, 1981). Parmi les micro-organismes, on trouve également des

champignons, des virus et des protozoaires.

1 Food and Drug Administration (Etats-Unis).
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Enfin, signalons que le purin doit son odeur caractéristique 3 la
présence d'ammoniac, d'hydrogéne sulfuré, de méthane, d'acides gras vola-
tils, d'alcools aminés et de mercaptans. La pollution de 1'air qui en dé-
coule n'est pas négligeable, mais demeure difficilement contrdlable
(Gauquelin, 1979). Une réglementation spécifiant une distance minimale

entre 1'élevage et 1'agglomération peut en minimiser 1'impact.

1.2.3 Les vecteurs

Le milieu aquatique, sauf en cas de rejet direct du fumier au
cours d'eau, n'est pas affecté directement; en effet lors du transfert, le
sol sert d'intermédiaire avec un pouvoir &purateur qui aide & tamponner les
effets néfastes. Par exemple, en France, dans un bassin versant, 1'exporta-
tion vers la riviére pour 1'azote n'était que de 3,3% du total des apports
atmosphériques et agricoles et de 2,9% pour le phosphore (Belamie, 1978).
Johnson et al. (1976) ont trouvé, aux Etats-Unis, des pertes inférieures i
1% pour 1le phosphore dissous aprés 1'application d'engrais chimiques ou
naturels. Au Québec, le transfert des éléments a partir de sols fertilisés
a été estimé sur 1e§ bassins des riviéres Saint-Frangois et Yamaska (Cluis
et Durocher, 1976): environ 21% de la charge en phosphore et 11% de la char-
ge en azote provenaient de cette source. Par ailleurs, en ce qui concerne
les substances chimiques toxiques (métaux, herbicides...), 1la fonction

transfert ne semble pas avoir été traitee.

Les substances provenant des sols fertilisés atteignent le cours

d'eau par 1'entremise, d'une part, des eaux de percolation qui transportent
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les formes dissoutes vers la nappe souterraine et, d'autre part, des eaux de
ruissellement qui véhiculent les formes dissoutes et particulaires a la

surface du sol.

Le ruissellement agricole occasionne des pertes considérables de
sédiments par 1'érosion. Un acre en culture perd en moyenne 1 700 kg de
sédiments érodés (Kohen, 1970). Cette perte importante de particules en
suspension est responsable du transport de phosphore inorganique, de potas-
sium, de certains métaux et de pesticides vers les cours d'eau. I1 peut
alors y avoir accumulation et concentration des polluants par enrichissement
des sédiments et par bioaccumulation dans les différents maillons de 1la

chaine alimentaire (Bernard, 1981).

L'importance relative du transport d'éléments chimiques par 1les
eaux souterraines plutdt que par les eaux de surface est difficile a préci-
ser. Bien qu'a priori, 1'@coulement souterrain semble plus faible que le
débit de ruissellement, la charge regue par le cours d'eau dépend également
des concentrations. Les concentrations des composés chimiques contenus dans
les eaux de drainage se distinguent de celles des eaux de surface car les
réactions physiques et chimiques avec le sol sont différentes. I1 faudra
véerifier la qualité des eaux de drainage pour déterminer si elles ont un

impact sur la riviére.

La caractérisation des eaux de ruissellement et des eaux de perco-

lation se limite & 1'analyse des taux de composés azotés et phosphorés
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lesquels sont considérés comme étant les plus critiques du point de vue
agronomique et comme ayant une grande importance pour 1'eutrophisation d'une
eau (Martel et Zizka; 1978, Lee et al., 1978). Les limites habituelles des
pertes en ces deux éléments dans les eaux agricoles sont présentées 3 la

figure 2.

Les eaux de drainage contiennent des taux assez importants d'azote
(10 a 50 mg.L=!). Ces niveaux sont plus &levés que ceux des eaux de ruis-
sellement (1 & 10 mg.L-1). Willrich (1969) a évalué les pertes d'azote dans
1'eau de drainage a moins de 0,05 mg.L-! N-organique, 0,1 mg.L=! N-NH,, 0,01
mg.L~! N-NO, et 19 mg.L~1 N-NO,. Les nitrates sont donc la principale forme

d'azote dans les eaux de drainage.

Avec des taux aussi élevés, Tokarz et al. (1979) rapportent que
les risques de dépasser la norme pour 1'eau potable dans le cas des nitrates
vehiculés par les eaux de percolation sont bien réels. Selon Canadien
Animal Waste Management Guide Comittee (1972), cette norme, établie a 10 mg
N.L-! (40 mg NO;.L-1), tient compte de la toxicité des nitrates pour le
cheptel et pour les jeunes enfants (méthémoglobinémie). Les eaux de perco-
lation sont donc importantes dans le transfert de 1'azote vers les cours

d'eau.

D'autre part, les eaux de percolation entrainent moins de phos-
phore (0,1 & 1 mg.L-1) que les eaux de ruissellement (0,2 a 2 mg.L-!). Le
phosphore, contrairement a 1'azote, est fortement retenu dans le sol sous

forme de composés de fer, de calcium ou d'aluminium (Dionne, 1978). Ceci
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diminue les concentrations des composés phosphorés, surtout celle de 1'ion
orthophosphate, dans les eaux souterraines. Les taux de phosphore dans les
eaux de percolation sont néanmoins supérieurs aux concentrations requises
pour limiter la croissance de la végétation aquatique, soit a 0,03 mg P.L-!
en riviére et 0,02 mg P.L-! dans les lacs (Gouin et Malo, 1977). Ces normes
sont basées sur la disponibilité de 1'ion orthophosphate pour la végétation
aquatique mais des formes plus complexes du phosphore peuvent également &tre

utilisées (Paerl et Downes, 1978; White et Payne, 1980).

La présence de nitrate et de phosphore en concentrations supérieu-
res aux normes de qualité permet d'établir que la charge d'éléments nutri-
tifs véhiculés par les eaux de drainage n'est pas négligeable et que celle-
ci pourrait méme modifier la qualité des cours d'eau. La pollution des
nappes souterraines, surtout dans le cas des nitrates, revét un caractére
d'autant plus redoutable puisque car la surveillance de la qualité des nap-

pes s'effectue a long terme et avec difficulté.

1.3 Les eaux de drainage et la fertilisation

Une des premiéres difficultés est d'établir avec certitude 1la
provenance de 1'azote et du phosphore retrouvés dans les eaux agricoles; en
effet, un niveau de base est généralement atteint par la minéralisation de
1'humus et la decomposition des plantes (tableau 5). Dans un bassin agrico-
le, Belamie (1978) a déterminé que la participation de 1'eau de pluie a la

charge d'éléments nutritifs était de 7,6% dans le cas de 1'azote et 3,3%

pour le phosphore. En général, une augmentation réguliére et assez générale




Tableau 5: Stock global et disponibilité annuelle en azote dans les terres
agricoles au Québec (Martel et Zizka, 1978).

Sources Stock global % Disponibilité pour %
(milliers de tonnes) la premiére année
(milliers de tonnes)

Humus 12 000 98,8 120,0 56

Fumier 100 0,8 50,3 23

Engrais 37 0,3 33,3 16
chimiques

Eaux usées 15 0,1 11,3 5
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de la teneur des nitrates dans les eaux souterraines par rapport au niveau

de base est associée, en milieu agricole, a 1'épandage et au déboisement.

Le mouvement dans le sol et dans les eaux de drainage des compo-
santes provenant du fumier est étudié soit a 1'aide de colonnes de sol, soit
par 1'échantillonnage de drains agricoles, de piézométres ou de ruisseaux
agricoles. Bien que certains auteurs (Thomas et Crutchfield, 1974;
Bosshart, "1977; Miller et Mackenzie, 1978; Schepers et al., 1980) n'aient
pas trouvé de relation entre 1'application de fertilisants et la perte d'é-
1éments nutritifs; plusieurs autres études démontrent que le sol et 1'eau
sont modifiés par 1'emploi de fertilisants chimiques ou animaux. A
Lennoxville, au Québec, 1'application d'une dose de 300 kg.ha~! annuellement
a influencé les teneurs du sol en nitrate, phosphore et potassium jusqu'a
des profondeurs de 60 cm (Pesant, 1978). Ailleurs, Boorman (1977),
Broadbent et Carlton (1978) et Tokarz et al. (1979) ont trouvé que 1'appli-
cation de déchets animaux augmentait la conductivité (sels solubles), le
potassium, 1'azote total, le phosphore ou la matiére organique du sol. Par
ailleurs, les concentrations d'azote dans le sol tendent @ croitre avec le
taux d'application mais pas nécessairement de fagon linéaire (Sutton et al.,
1978, Broadbent et Carlton, 1978; Culley et al., 1981). Dans le cas des
métaux traces, Brown et al. (1983) ont trouvé qu'aprés 1'application, pen-
dant une année, d'effluents domestiques & des colonnes de sol, que les con-
centrations de Cd, Cu, Ni, Pb et Zn augmentaient a la surface du sol mais

n'atteignaient pas les eaux de percolation.
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R cause du pouvoir épurateur des sols, des augmentations importan-
tes des teneurs de divers éléments qui sont notées a la surface du sol,
n'atteignent pas nécessairement les eaux de percolation. Ainsi, Milde et
Mollweide (1975) ont etabli, dans des colonnes de sable fin avec 20% de gra-
vier, que les diminutions de carbone organique dissous (COD), des bactéries
et des chlorures etaient plus prononcées en augmentant 1'épaisseur des sédi-
ments. L'ammoniaque, par contre, restait élevé et les nitrates variables.
La filtration n'est donc pas uniforme pour tous les paramétres. Pesant
(1978), en utilisant des colonnes de sol recouvert d'engrais chimiques, a
évalué que 1% de 1'azote, 0,1% du phosphore et 1,7% du potassium qui étaient
appliqués se retrouvaient dans 1'eau a 0,8 m de profondeur. Marriott et al.
(1977) ont également noté des diminutions des teneurs en nitrates avec la

profondeur.

Plusieurs etudes sur la qualité de 1'eau de drainage permettent de
bien établir que les fertilisants peuvent modifier sa composition. Bolton
et al. (1970) ont trouvé que les pertes d'azote, de phosphore, de potassium,
de calcium et de magnésium augmentaient a cause de 1'application de fertili-
sants. Baker et al. (1975) notaient des augmentations de nitrate, de phos-
phore total, d'orthophosphate et de sulfate dans 1'eau drainant des champs
fertilisés. Hill et McCague (1974) et Dionne (1978) ont noté des augmenta-
tions importantes de divers paramétres dans un cours d'eau lorsqu'il traver-
sait au niveau des champs fertilisés (tableau 6). Hill et McCague (1974)
associent les taux élevés de nitrate dans les cours d'eau aux fortes concen-
trations de nitrate dans les drains agricoles. (plus de 60 mg/L durant les

trois semaines suivant la fertilisation), plutdt qu'au ruissellement. En




Tableau 6: Teneurs en eléments nutritifs dans
drainant un paturage fertilisé:

1978).
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les eaux d'un ruisseau
station Lennoxville (Dionne,

Sites d'échantillonnage

Teneurs en &léments nutritifs (mg.L-!)

N-NO;  N-NH, 2 K
En amont du paturage 0,42 0,30 0,042 1,82
(drainant un boisé)
Drain recueillant les 2,58 1,94 0,284 37,02
eaux du paturage fertilisé
Dans un champ a 1 100 m 0,71 0,50 0,07 4,46
en aval du paturage
Dans la riviére St-Frangois 1,03 0,32 0,05 4,11

a 1500 m en aval du
paturage
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dernier lieu, mentionnons 1'étude de Boorman (1977) qui porte spécifiquement
sur 1'épandage de purin de porc; en plus des augmentations des &léments
nutritifs (nitrate, azote Kjeldahl, azote ammoniacal, phosphore total), des

hausses en COD et en chlorure ont €té observées dans les eaux de drainage.

Ainsi, les analyses physico-chimiques indiquent que selon les con-
ditions d'application, le type de culture et le type de sol, 1'épandage du
purin de porc sur un champ agricole peut modifier la composition du sol, des
eaux de drainage et méme des cours d'eau avoisinants. Toutefois, aucune
étude ne semble avoir porté sur les effets stimulateurs ou inhibiteurs des
substances transitées sur des organismes aquatiques si ce n'est que par
comparaison a des normes générales de qualité de 1'eau. De plus, cette
approche ne met pas en évidence les interactions antagonistes et synergéti-
ques des ligands organiques et inorganiques et ne tient due peu compte de la
spéciation des composés métalliques. Par contre, 1'utilisation d'indica-
teurs biologiques, comme nous 1'effectuons dans cette étude, permet d'obte-

nir une estimation plus précise des niveaux de fertilité et de toxicité des

eaux souterraines susceptibles d'atteindre le cours d'eau récepteur.




Chapitre 2

Les bio-éssais avec algues

25~
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2.1 Le choix de 1'organisme

Les bio-essais ont longtemps été associés a 1'évaluation du risque
d'utilisation d'un produit chimique (Cabridenc et Chouroulinkov, 1977). De
plus en plus, ils sont un outil complémentaire a la compréhension et surtout
a 1'identification des mécanismes susceptibles de contrdler la production du
milieu. L'idéal serait de disposer d'un test unique permettant d'intégrer
la totalité des effets d'une substance chimique. Malheureusement, des dif-
férences considérables entre le métabolisme, les conditions de vie et 1la
sensibilité des organismes considérés interdisent toute solution universel-
le. Par exemple, dans le cas des effluents urbains, qui s'apparent aux ef-
fluents agricoles par leur contenu élevé en éléments nutritifs, en matiéres
organiques et en substances chimiques toxiques, des essais biologiques sont
réalisés avec des bactéries, des algues, des crustacés et des poissons pour
en évaluer le potentiel d'enrichissement en substances nutritives ou 1la
toxicité (Bringmann et Kiihn, 1959; Greene et al., 1975a; Alexander et al.,
1977).

L'efficacité d'un bio-essai repose sur le fait que les résultats
peuvent avoir une certaine signification vis-a-vis le milieu naturel; en
conséquence, 1'organisme choisi doit €tre aussi représentatif que possible
du biota. Les algues semblent répondre a ce critére, etant présentes natu-
rellement dans les plans d'eau exposés a la lumiére. De plus, elles consti-
tuent la base de la chaine alimentaire de la vie aquatique. Ainsi, un phé-
noméne pouvant influencer quantitativement ou qualitativement ce maillon est

susceptible d'affecter tous les autres organismes, y compris les poissons.
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Mentionnons que, par la photosynthése, les algues contribuent a la produc-
tion d'oxygéne qui intervient comme agent oxydant ou comme facteur de con-
trole des microorganismes de dégradation. De plus, des nombreuses espéces
sont capables de synthétiser des substances organiques stimulatrices ou
inhibitrices vis-a-vis d'autres organismes constituants de 1'écosysteme.
Bien que les algues et les bactéries soient responsables de la purification
des eaux recevant des eaux domestiques, une surproduction d'algues, en par-
ticulier d'algues bleu-vert et filamenteuses, peut modifier négativement 1la
qualité de 1'eau (odeur, goit, turbidité) et engendrer de sérieux problémes
dans les usines de traitement. Enfin, 1'activité métabolique du phytoplanc-
ton affecte certaines variables physiques et chimiques de 1'environnement:

fluctuations journaliéres extrémes d'oxygéne dissous et baisse de CO, qui

diminue 1'acidité et la dureteé.

Les effets des polluants sur les algues peuvent étre auxiniques ou
toxiques. En effet, certaines substances eutrophisantes agiront comme fac-
teur de stimulation pour induire des phénoménes de production massive
("blooms"). D'autres composés ou d'autres facteurs altéragénes (ex.: trans-
parence) modifieront suffisamment les milieux physique ou chimique pour
retarder ou empécher la croissance. La compétition avec d'autres organismes

peut également diminuer la biomasse d'algues.

L'évaluation de la qualité de 1'eau 3 1'aide des algues est basée
sur des indices biologiques et des méthodes physiologiques (Palmer, 1977).
Les indices biologiques comme le systéme des saprobies de Kolkwitz (1951),

portent sur 1'identification et la détermination de la fréquence des espéces
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dans un échantillon d'eau. Les méthodes physiologiques quantifient 1'acti-
vité des organismes vivants. Elles sont souvent limitées a une espéce dis-
tincte ou a un organisme test qui est cultivé en laboratoire et innoculé
dans 1'échantillon d'eau a analyser (ex.: S. capricornutum: Toerien et al.,

1971).

L'algue verte unicellulaire S. capricornutum posséde une place de

choix chez les indicateurs biologiques a cause de la facilité des manipula-
tions reliées a la conservation et a 1'entretien des cultures monospécifi-
ques, des faibles changements morphologiques des cellules durant la crois-
sance, de leur tendance a demeurer en suspension sans s'agglomérer, de la
fiabilité et la reproductibilité des résultats (Chiaudani et Vighi, 1978).
Cette algue a eté sélectionnée par le "Joint Industry Government Task Force"
aux Etats-Unis comme organisme standard pour les bio-essais; les conditions
expérimentales (température, eclairage, agitation, milieu de croissance) ont
été standardisées pour assurer la qualité et la comparaison des résultats

entre le laboratoire (Miller et al., 1978).

2.2 Les effets auxiniques ou toxiques lors de bio-essais avec

S. capricornutum

Ce bio-essai a eté utilisé pour 1'étude de 1'effet de divers com-
posés sur la croissance ainsi que d'autres fonctions métaboliques de 1'algue

S. capricornutum. Dans la revue bibliographique effectuée par Leischman et

al. (1979), on note certains travaux traitant des nutriments, des toxiques,

des déchets complexes ou encore de composés inorganiques ou organiques




particuliers. Les principales variables physiologiques étudiées de méme que

les principaux groupes de composés altéragénes, sont résumés au tableau 7.

2.2.1 Les effets auxiniques

Le test de fertilité qui consiste a déterminer la biomasse d'al-
gues produite aprés un intervalle de temps déterminé est employé pour éva-
luer les répercussions environnementales des substances nutritives inorgani-
ques et organiques. En plus de déterminer le niveau trophique d'un lac ou
d'un cours d'eau, ce test identifie les nutriments (azote, phosphore ou
métaux traces) qui contrdlent la production du milieu aquatique. De ce
fait, la sensibilité d'une eau a 1'enrichissement en substances nutritives
provenant d'un produit déterminé, tel un détergent, ou d'une activité humai-
ne, comme 1'urbanisation, 1'agriculture, la mise en eau d'un réservoir ou la
construction d'un barrage, peut étre évaluée (Mitchell et Buzzell, 1971;
Toerien et Steyn, 1973; Couture, 1981). De plus en plus, des études compa-
ratives entre le test de fertilité et des variables biotiques liées a des
populations indigénes de phytoplancton essaient d'établir la signification
environnementale des bio-analyses en laboratoire (Greene et al. 1975b, 1978;

Campbell et al. 1982).

Ce test de fertilité est basé sur la relation entre la quantité
d'éléments nutritifs dans le milieu et la concentration d'algues produites.

Leur croissance est gouvernée par divers facteurs environnementaux. Si la
température, la lumiére, le pH et 1'agitation sont maintenus constants, la

concentration maximale d'algues produites dans le milieu de culture aprés un
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Tableau 7: Identification des types d'effets et des fonctions affectées
chez les algues par des substances altéragénes.

TYPE D'EFFETS

Effet de stimulation Effet de stimulation Effet d'inhibition
ou d'inhibition

. Substances nutritives . matiére organique . azote ammonical
azote dissoute (3 dose élevée)
phosphore . métaux traces
carbone (3 doses &levées)

. métaux traces essentiels . pesticides
(a faible dose)

. vitamines

FONCTIONS AFFECTEES CHEZ LES ALGUES

- croissance

- division cellulaire

- photosynthése: 0,, CO,, Chlorophylle
- assimilation: NHy, NO3, P, 14C
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temps déterminé en phase stationnaire est reliée a la concentration de 1'é-
1ément chimique limitant la production des algues dans 1'échantillon analysé
(Miller et al., 1978). Cette croissance maximum est peu souvent atteinte
dans le milieu naturel car les facteurs limitatifs telles la quantité de
lumiére, la température, la prédation et la sédimentation tendent 3 diminuer

le nombre d'algues.

La validité d'un bio-essai dépend de 1a précision avec laquelle le
paramétre mesuré refléte la croissance des algues. Les variables pour dé-
terminer la biomasse sont nombreux (tableau 8). D'autres variables, en plus
de représenter la biomasse, procurent de 1'information sur 1'état physiolo-

gique de la cellule.

De ces variables, le dénombrement des cellules a 1'aide d'un comp-
teur électronique est largement utilisé, mais devrait étre employé concur-
remment avec une autre méthode, car ce mode de dénombrement ne distingue pas
les cellules mortes, les débris cellulaires et les cellules vivantes
(Rehnberg et al., 1982). Pour éviter cette difficulté, les auteurs précé-
dents recommandent que la durée des bio-essais ne dépasse pas dé 10 a 12
jours lorsque ce type de dénombrement est utilisé. Dans le cas contraire,
ils recommandent 1'utilisation d'un indicateur physiologique comme la fluo-
rescence ou 1'adénosine triphosphate (ATP). Dans ce contexte, les expérien-

ces de notre étude ont été limitées a une durée de huit jours.
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Tableau 8: Variables mesurées lors de bio-essais avec algues.

Biomasse

Etat de la cellule

poids sec (solide en suspension)
nombre de cellules:

a) hémacymétre

b) compteur &lectronique

volume cellulaire

carbone et azote particulaire

carbone organique ou total

turbidité

taux de photosynthése:

a) production d'oxygéne

b) assimilation de !*C
détermination de la chloro-
phylle et des phéopigments
mesure d'ATP!

assimilation NH,, NOj, P

phosphatase alkaline

fluorescence (avec ou sans
ajout de DCMU)2

1 ATP: adénosine triphosphate.

2 DCMU: (3-(3,4-dichlorophényle)-1,l-diméthyle-urée).




33-

2.2.2 Les effets toxiques

Les bio-essais avec algues ont contribué largement a déterminer
les concentrations 1létales ou sublétales de divers composés. Plusieurs
tests de toxicité aigué ou chronique furent développés a cette fin

(Maciorowski et al., 1983; Van Coillie et al., 1983)

Les tests classiques de toxicité soumettent les organismes a des con-
centrations croissantes du toxique et le résultat est la concentration ou la
dose responsable d'un effet chez 50% des populations (ex.: concentration
inhibitrice, CI-50). Ces tests sont basés sur la mise en évidence d'inhibi-
tion de la croissance, de la fixation de CO,, du dégagement d'oxygéne ou
d'autres effets cytotoxiques comme la diminution d'ATP, du A-fluorescence

avec DCMU! et de 1'assimilation de 14C (Couture et al., 1982a).

La toxicité d'une substance peut varier au cours d'un bio-essai
suite a des modifications résultant de réactions chimiques, physiques ou
biologiques. A cet effet, i1 semblerait que les algues, au cours de leur
développement, puissent modifier la spéciation des métaux en excrétant des
métabolites qui, en complexant les substances inorganiques, les rendraient
non disponibles; i1 pourrait donc en résulter une modification de la toxi-
cité originale d'un échantillon d'eau (Guy et Rosskean, 1980). Par ail-
leurs, la dureté, 1'alcalinité, le pH et la température sont d'autres fac-

teurs pouvant affecter la toxicite d'un composé donné (Rai et al., 198l).

1 DCMU: (3-(3,4-dichlorophényle)-1,1-diméthyle-urée).
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Le pré-traitement des &chantillons avant les tests peut aussi avoir une
influence significative: la stérilisation entraine des changements majeurs
dans les valeurs de CI-50 d'effluents industriels (Couture et al., 1982a).
D'ailleurs, la stérilisation n'a pas été employée lors de nos expériences

pour cette raison.

2.2.3 La matiére organique

De plus en plus d'attention est portée a la matiére organique et 3
son role ambigu dans le systéme aquatique. La fraction organique démontre
parfois un effet stimulateur, parfois un effet inhibiteur, sur la croissance

du phytoplancton.

La matiére organique peut combler les exigences nutritionnelles
des algues par 1'apport d'éléments tels 1'azote, le phosphore et le carbone
inorganique (Pipes, 1961; Claesson et Forsberg, 1978; Paerl et Downes,
1978). Cette utilisation dépend parfois de 1'action simultanée des bacté-
ries qui fournissent des co-facteurs et du CO, (Tison et Lingg, 1979). La
fraction organique peut également agir comme source d'autres nutriments
essentiels comme les vitamines (vitamines B;,) ou les métaux traces. Un
effet de croissance peut également &tre causé par la présence de composés
accessoires de croissance (acide 3-indole acétique). Ceux-ci se distinguent
des substances essentielles du fait qu'ils affectent le taux maximum de
croissance et non la biomasse maximum, qui est contrdlée, par la concentra-
tion de nutriments essentiels (Sachdev et Clesceri, 1978). Dans cette pers-

pective, Prakash et Rashid (1968) considérent que la matiére humique, une
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composante de la matiére organique, agit comme un agent qui augmente la
perméabilité de la cellule aux substances nutritives et affecte ainsi la

vitesse maximum de croissance.

La matiére organique posséde des propriétés d'agent chélateur et
d'agent toxique (Saunders, 1957). La chélation de métaux traces toxiques
bénéficie a 1'algue, mais la complexation d'éléments de croissance lui nuit.
Jackson et Hecky (1980) ont trouvé que la matiére humique 1ibérée dans 1'eau
de lac ou de réservoir apportait une diminution progressive de la producti-
vité primaire par la séquestration du fer et d'autres éléments traces, et
empéchait ainsi 1'utilisation compléte par les algues du phosphore et de
1'azote disponibles. La matiére organique peut agir indirectement en appor-
tant des substances toxiques, en modifiant la turbidité de 1'eau ainsi que
le pH. 11 est donc important de tenir compte de cette composante dans une

étude sur 1'effet auxinique ou toxique des eaux de percolation.
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3.1 Les bio-essais

Les bio-essais furent réalisés a 1'aide de 1'algue verte S.

capricornutum. La souche utilisée provenait de "Environnemental Protection

Agency" des Etats-Unis (Laboratoire de Corvallis). Elle &tait repiquée
toutes les semaines dans le milieu AAP modifié (tableau 9) et seules les
cultures en phase exponentielle de croissance servaient pour les inocula-
tions. Sauf indication spéciale, chaque bio-essai &tait effectué en tripli-
cata dans des fioles coniques "Erlenmeyer" de 25 mL recouvert d'un bécher en
matiére plastique et contenant 8 m. d'eau. Les conditions d'incubation
étaient de 12 heures de photopériode a une température constante a 20°C
+ 2°C. Chaque fiole conique était agitée manuellement 3 chaque jour afin
d'éviter une carence en CO, dans le milieu (Miller et al., 1978). L'utili-
sation des fioles de 25 nL a &té nécessaire, compte tenu du volume réduit de
1'échantillon d'eau de percolation. La croissance dans ces fioles a &té
évaluée comparativement & un standard de 125 m. et les courbes de croissance
sont similaires quoique les valeurs determinées aux sixiéme, neuviéme et
douziéme jours soient 1égérement supérieures dans les fioles de 25 m. (figu-
re 3). Une attention particuliére était apportée a la propreté de la verre-
rie utilisée pour éviter des contaminations. Les différentes étapes de la

procédure de lavage sont décrites au tableau 10.
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Tableau 9: Composition du milieu de culture AAP (Miller et al., 1978)

Solution mére Milieu de culture

E1éments majeurs mg.L-1 mg.L -1
NaNO, 25,500 4,200 (N)
NaHCO3 15,000 11,001 (Na)
2,143 (C)
K, HPO,, 1,044 0,469 (K)
0,186 (P)
Mg$SO0, , 7H,0 14,700 1,911 (S)
MgC1, 5,700 2,904 (Mg)
CaCl,,2H,0 4,410 1,202 (Ca)
E1éments traces ug.L-! ug.L-!
H, BO, 185,520 32,460 (B)
MnC1, 264,264 115,374 (Mn)
ZnCl1, 0,3336 0,160 (Zn)!
CoC1, 0,1542 0,070 (Co)!
CuCl, 0,009 0,004 (Cu)
Na,Mo0,, ,2H.,0 7,260 2,878 (Mo)
FeSO, 149,6 55,00 (Fe)l

1 Les teneurs en Zn, Co et Fe sont les mémes que celles utilisées par
Chiaudani et Vighi (1978).
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FIGURE 3:

Courbe de

TEMPS DE CROISSANCE ( jours)

croissance dans les fioles coniques de 25 et 125 mlL.
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Tableau 10: Procédure de nettoyage de la verrerie (Couture, 1981)

Les fioles coniques "Erlenmeyer" utilisées étajent soumises aux procédures
suivantes:

1) trempage pendant 30 minutes dans une solution bouillante de Decon 75
(10%): agent tensio-actif recommandé par Bradshaw (1970).

2) brossage

3) cycles de lavage:

- pré-ringage (eau du robinet)
- lavage (eau du robinet)
- ringage (eau du robinet)
- ringage (eau déminéralisée)

4) ringage a 1'acide chlorhydrique 10% durant 30 minutes
5) ringages consécutifs (7 fois) a 1'eau déminéralisée

6) séchage a 100°C durant 30 minutes
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3.2 Les expériences avec le purin brut

Le lisier de porc provenait de la ferme de M. Roch Buteau de St-
Henri de Lévis. I1 consistait en un mélange de déchets métaboliques, féces

et urines, produit par des porcs a engraissage pesant environ 90 kg

(Cloutier et al., 1983).

L'éhantillon de purin a &té centrifugé, filtré séquentiellement
sur 1 ym et 0,7 um (membranes Unipore) et dilué pour donner 50 nL d'effluent
(dilution d'un facteur 5). Les bio-essais ont &té effectués sur un témoin
et sur des echantillons contenant 0,1%, 1%, 2%, 10% et 18% de la concentra-
tion initiale (tableau 11). Les fioles étaient enrichies a 12% AAP et ino-
culées a raison de 10 000 cellules.m.~1. Des dénombrements de 1a population
d'algues étaient effectués aux jours 2, 4, 6 et 8 a 1'aide d'un compteur de

particules (Coulter Counter Model TA, cellule de 70 um).

3.3 Les expériences avec les eaux de percolation

Les échantillons d'eau de percolation provenaient de trois types
de sol contenus dans des colonnes maintenues a une température constante
d'environ 20°C aux laboratoires du département des sols de 1'Université
Laval (Cloutier et al., 1983). Les trois types de sols utilisés,
"Kamouraska", "Janvier" et "Saint-Jude", sont représentés par les lettres K,
J et X respectivement; la composition des colonnes est décrite a la figure 4

et précisé au tableau 12. Douze colonnes ont été congues avec des tuyaux de
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Tableau 11: Mode de dilution pour les tests de toxicité avec le purin brut.

% de 1a concen- volume de volume de volume de volume

tration initiale 1'effluent 1'ajout 12% AAP 1'ajout d'algues* total
(mL ) (mL) (mL) (mL)

18 7,2 0,3 0,5 8

10 4,0 3,5 0,5 8

0,8 6,7 0,5 8

1 0,4 7,1 0,5 8

0,1 0,04 7,5 0,5 8

0 (Témoin) 0 7,5 0,5 8

* concentration de 1,6 x 10° cellules.m. -1,
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FIGURE 4: Colonne de sol: dispositif expérimental.
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Tableau 12:

Caractéristiques des trois types de sol étudiés.

44 -

Sol Texture pH % matiére % N P K Mg
organique kg.ha-! kg.ha-! kg.ha-!

Kamouraska argile 7,7 3,1 0,23 148 287 381
limoneuse

Janvier loam 7,4 2,7 0,13 74 49 56
sablo-
argileux

St-Jude sable 5,8 1,6 0,13 105 76 28

1oameux
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drainage en PVC de 11,5 cm de diamétre et de 112 cm de longueur. Pour assu-
rer un bon drainage, le fond des tuyaux était rempli de 400 mL de concassé,
600 m. de sable et recouvert de laine de verre. Au fond des tuyaux, un
dispositif €tait installé pour recueillir 1'eau de drainage. Chaque tuyau
était rempli de cing litres de chaque sol tamisé & 2 mm. L'humidité des
sols était ajustée a la capacité de rétention au champ et les colonnes ont
regu 1'équivalent de 0, 28, 56 ou 112 t.ha-! de lisier, calculé sur la base
du poids de sol. Ces taux d'application sont représentés respectivement par
D1, D2, D3 et D4; les chiffres 1, 2, 3, 4 sont en indice des lettres K, J et
X pour 1'identification des échantillons. Ces taux correspondent & 50%,
100% et 200% de la dose recommandée par le CPVQ pour le mais (tableau 2).

Le témoin correspond & la colonne de sol n'ayant pas regu de purin.

Chaque semaine, 200 nL d'eau distillée ont été ajoutés sur les
colonnes et 1'eau de percolation a &té recueillie au bas de la colonne et
son volume a été complété a 200 m.. Les eaux de percolation des semaines
impaires jusqu'a la dix-septiéme semaine ont servi 3 cette &tude et le rang
de la semaine précéde les lettres K, J et X dans 1'identification des échan-
tillons. Un aliquot de 50 mL a été lyophilisé et le résidu a été conservé

au froid (4°C) et a 1'obscurite.

Les échantillons &taient mis en solution dans 75 mL d'eau déminé-
ralisée (dilution d'un facteur 1,5), agités pendant 45 minutes et filtrés
sur 0,4 ym (membrane Unipore). Le filtre €tait préalablement rincé d 1'eau

déminéralisée. A 8 mL d'eau de percolation, 0,1 m. de milieu 10x ou 20x AAP
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était ajouté et la souche d'algues (0,5 nL) y &tait inoculée a raison de
10,000 cellules.mL-1. Le milieu 12% AAP, ou 25% AAP non percolé a travers
le sol servait de contrdle et différe de 1'échantillon témoin qui refére a

1'eau de percolation d'un sol n'ayant pas regu de purin.

La population d'algues était dénombrée & 1'aide d'un compteur de
particules aprés 1, 3 et 8 jours. Les concentrations de cellules étaient
établies en calculant la moyenne arithmétique des triplicata, lorsque 1'é-
cart de la mesure était inférieure a 15%. Dans le cas contraire, une sélec-
tion de deux mesures a été faite pour réduire la dispersion. Cette norme de
précision a été adaptée des travaux publiés par les chercheurs qui ont déve-

loppé le test de fertilité (Toerien et al., 1971).

La transformation du décompte des cellules en concentration a été

réalisée en utilisant la relation suivante:

PF = nKk PF = potentiel de fertilité en mg.L~!1
n = nombre de cellules.L-!
k = poids sec d'une cellule du milieu 10% AAP

en mg

La constante k a été établie expérimentalement selon la méthode de Couture
et al. (1982b) et les résultats sont présentés a la figure 5 et au tableau
13. Une valeur de 1,35 x 108 mg. cellule-! a &té utilisée pour les cal-

culs des milieux 12% et 25% AAP. Cette valeur est inférieure a la valeur de
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Aprés 9 jours d'incubation 20 m d' eau f11tree milli-
dans Te milieu de culture, pore sont &vaporés dans une
les algues sont centrifugées cuvette (aluminium) sur une
a 1400 g. plaque chauffante
( Dessmateur 30 min. )
Culot dilué dans 20 ml Pesée sur Mettler (H-54)

d'eau filtrée millipore Repetez les operatlons pre-

cédentes jusqu'a ce que le

poids (Nl) soit constant

d

Culot recueilli dans la cuvette
et
évaporé sur une plaque chauffante

Séchage 1 nuit a 70-75°C )

Y

Dessicateur 30 min. j)

Y

Pegsée sur Mettler (H-54): Wy j)

)

avYava

Calcul du poids sec en mg.1-1
(wz-wl (mg?/vo1une centrifugé

Figure 5: Protocole suivi pour la détermination du poids sec d'une
culture d'algues aprés 9 jours de croissance dans le milieu
synthétique
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Tableau 13: Détermination du poids sec d'une cellule de S. capricornutum
aprés 9 jours de croissance.

Poids Volume Concen- Nombre de Poids sec Poids sec
d'algues tration cellules d'une cellule moyen
Milieu par L
(mg) (k)  (mg.L-1) (N) (10-8 mg)  (10-8 mg)
2,29 193 11,80 8,34 x 108 1,42
10% AAP 1,35
2,07 193 10,73 8,35 x 108 1,29
9,03 194 46,54 2,87 x 10° 1,62
50% AAP 1,69
10,28 194 52,99 3,03 x 109 1,75
16,21 194 83,56 5,43 x 109 1,54
100% AAP 1,55

16,16 193 83,73 5,39 x 10° 1,55




49-
Lee et al. (1971) de 2,1 x 10-® mg.cellule-l.
Aprés le jour 8, les triplicata étaient mélangés lorsque 1'écart
des mesures de dénombrements était inférieur a 15% pour des déterminations

d'ATP et de chlorophylle.

3.4 La détermination de 1'ATP

La méthode au DMSO (diméthyle sulfoxide) fut utilisée pour extrai-
re 1'ATP cellulaire des algues (Couture et al., 1982a). L'ATP fut extrait
aprés filtration (membrane Millipore de 0,45 uM) d'un volume de 4 a 7 m
selon la concentration des cellules dans les cultures. La membrane était
déposée dans 3,4 nmL de DMSO, auquel on ajoutait aprés Vortex (15 sec.),
2,6 nL de MOPS (acide 4-morpholinopropylsulfonique). Les solutions étalons
(concentrations finales de 0,5, 1,5, 3, 8, 20, 50 ug ATP.L-!) @étaient prépa-
rées a partir d'un concentré d'ATP (Sigma) dilué dans le tampon MOPS et dans
le DMSO en présence d'une membrane Millipore selon les volumes suivants:
0,6 nL de la solution d'ATP diluée dans le MOPS; 2,4 m. de MOPS; 3,0 m
DMSO. On dosait 1'ATP par bioluminescence aprés addition du complexe luci-
férine-luciférase (Sigma) dans les proportions suivantes: 500 ul du complexe
enzymatique + 300 yL de la solution a analyser. La lumiére émise fut mesu-

rée a 1'aide d'un ATP-métre (JRB, modéle 2000).
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3.5 La détermination de la chlorophylle

La concentration de la chlorophylle "a" totale fut déterminée par
fluorescence a@ cause de la sensibilité de la néthode (Greenberg et al.
1980). Un volume de 1 & 10 m. de l1a culture d'algues a été filtré (membrane
Whatman GF/C) et un volume de 10 mL d'acétone (90%) a eté ajouté au filtre.
La solution a &té gardée 3 1'obscurité et au froid durant une nuit. Le
dosage a été effectué sur un fluorimétre Perkin-Elmer. La longueur d'onde
d'émission est de 443 nm et celle de réception de 663 nm. L ‘appareil est
étalonné & 1'aide de solutions de 2, 5, 10, 20 et 40 pg.L-! de chlorophylle

extraite de feuilles d'épinards.

3.6 L 'analyse des €léments nutritifs

L'analyse des éléments nutritifs a été effectuée sur les solutions
filtrées. L'auto—ané]yseur Technicon II fut utilisé pour la détermination
des teneurs d'ammoniaque (méthode du bleu-indophénol), de nitrate et de ni-
trite (réduction par le cadmium et formation d'un composé azoté) et d'ortho-
phosphate (complexe phosphomolybdéne). Les mesures de carbone organique
total (COT) ont été effectuées sur un analyseur de carbone organique

(Beckman, modéle 915).

Les éléments de Ca, Mg, Na, K, Cu, Fe, Mn furent analysés par

absorption atomique aux laboratoires de 1'Université Laval.
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3.7 L 'oxydation de 1a matiére organique

Une technique semblable & celle utilisée par Campbell et al.
(1983) a été employée pour oxyder la matiére organique. Aprés filtration
sur 0,4 um (membrane Unipore), 1'échantillon d'eau de percolation a été
transféré dans un tube de quartz et 50 L de peroxide d'hydrogéne (30%, V/V)
ont été ajoutés; le tube est chauffé durant 5 minutes a 80°C. Aprés une
irradiation a 1'ultraviolet (lampe au mercure; Hanovia Model 679A36, H50W)
durant un minimum d'une heure, de 1'azote a &té barboté dans 1'échantillon
pour &liminer le péroxide. L'efficacité de la dégradation a été vérifiée en
déterminant la fluorescence (Turner Associate) de 1'échantillon pour diffé-
rents temps d'irradiation (figure 6). Cette technique était basée sur les
observations de Stewart et Wetzel (1981) qui ont détecté une diminution
rapide de la fluorescence dans des échantillons d'eau soumis a une irradia-
tion & 1'ultraviolet pour provoquer 1'oxydation de la matiére organique

dissoute.
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Chapitre 4

Résultats des bio-essais avec 1'algue S. capricornutum
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4.1 Les expériences de toxicité avec le purin

Le purin qui fut utilisé lors de 1'épandage sur les colonnes de
sol présente les caractéristiques suivantes (Visser, communication person-

nelle):

pH 7,4 P 262,5 mg.m~!
matiére séche 1,58 % K 2,9 mg.m.-!
azote 5,64 % Mg 37,6 pg.m"!

-

L'effet toxique du purin dilué a 10% et 18% de la concentration
initiale est trés marqué. I1 y a eu moins de deux dédoublements en 4 jours
dans ces cultures et 1'effet se manifeste dés le deuxiéme jour (tableau 14).
Al ou 2% de la concentration initiale, 1'effet de la toxicité se manifeste
aprés 4 jours, les dénombrements étaient alors inférieurs au contrdle (12 %
AAP). Dans 1'échantillon le pius dilué (0,1%), la toxicité est alors rem-
placée par un effet stimulateur: la croissance au huitiéme jour est de 50%
supérieure au contrdle. Cloutier et al. (1983) ont noté qu'd des faibles
concentrations (moins de 100 mg.L-1), le lisier de porc était capable d'en-

courager la croissance de S. capricornutum comparativement au milieu AAP et

qu'une forte concentration pouvait avoir un effet toxique. L'effet auxini-

que ou toxique des eaux de percolation sur la croissance de S. capricornutum

pourra donc dépendre de la concentration des substances contenues dans le

purin aprés avoir réagi avec le sol.
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Tableau 14: Effet du purin sur la croissance de S. capricornutum.

Dénombrement (10* cellules.m.-1)

concentration
(% v/v) initial 2e jour 4e jour 6e jour 8e jour
18 1,0 1,3 3,3 * *
10 1,0 1,3 2,8 8,4 %
‘ 1,0 2,2 18,0 6,0 7,7
1 1,0 3,3 11,3 9,4 10,8
0,1 1,0 8,0 48,6 94,9 146,8
controle 1,0 2,0 11,2 53,0 105,2
(12% AAP)

* Contamination bactérienne observée au microscope.
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4.2 Les effets auxiniques et toxiques des eaux de percolation

Pour les trois types de sol, les résultats des analyses chimiques
des eaux de percolation (NO3, NH,, P, Ca, Mg, Na, K, Cu, Fe, Mn, COD, carbo-
ne total dissous), des dénombrements cellulaires au premier, troisiéme et
huitiéme jour, des potentiels de fertilité (PF) et des concentrations en ATP

et en chlorophylle sont présentés a 1'annexe 1.

Les concentrations fortes de calcium proviennent en partie du
gravier qui entre dans la composition des colonnes. Le zinc, le titanium et
1'aluminium sont en quantités trop faibles pour &tre détectées. D'ailleurs
les résu1tats obtenus par Brown et al. (1983) lors de 1'application d'ef-
fluents domestiques a des colonnes de sol sont en accord avec nos observa-
tions: les métaux traces (Cd, Cu, Ni, Pb, Zn) sont en quantité non détecta-

bles dans les eaux de percolation recueillies a 1,5 métres.

Dans les résultats en général, i1 faut noter que pour la série J,
les valeurs de dénombrements cellulaires sont moins @levées que celles obte-
nues dans les deux autres séries car le milieu de croissance €tait alors de

12% AAP comparativement a 25% AAP pour les sols Kamouraska et Saint-dJude.

L 'identification d'un effet stimulateur ou d'un effet toxique sur

la croissance de S. capricornutum repose sur la comparaison du nombre de

cellules obtenues dans les cultures avec et sans ajout des eaux de percola-

tion. Un effet de stimulation est identifié lorsque le PF est de 15%
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supérieur au contrdle. Un effet d'inhibition est défini comme une valeur de
15% inférieure au contrdle. Cette norme fixée en considérant la précision
de 15% inhérente a ce test biologique est plus sévére que celle &tablie par
Sachdev et Clesceri (1978). Le tableau 15 présente les valeurs qui ont
servi de contrdle pour identifier des effets de stimulation et d'inhibition.
Notons que le contenu cellulaire moyen d'ATP dans nos cultures se situent
entre ceux trouvés par Lee et al. (1971) (1,4 ug.mg-! ou 3 x 10-8 ug par
cellule) et ceux de Brezonick et al. (1975) (0,24 ug.mg~! ou 0,3 x 10-8 ug
par cellule). Cette gamme de variation pourrait &tre attribuée au fait que
le contenu cellulaire d'ATP varie avec la concentration de phosphore dans le

milieu et la phase de croissance (Lee et al, 1971).

Les trois paramétres de biomasse, soit le dénombrement de cellules
par 1'appareil Coulter, 1'ATP et la chlorophylle ont &té comparés; le ta-

bleau 16 résume les relations obtenues.

Les coefficients de corrélation sont comparables a ceux obtenus
par Brezonick et al. (1975) pour les relations ATP-Chloro (0,54) et ATP-
poids sec (0,24). Ainsi, nos relations entre le PF et la concentration
d'ATP par volume semblent assez bonnes pour employer les dénombrements cel-

lulaires de 1'appareil Coulter dans la présentation des résultats.

La prochaine étape est donc de se servir des résultats des bio-
essais et des analyses chimiques des eaux de percolation de chaque sol, pour
identifier globalement si le purin engendre des augmentations ou des diminu-

tions de la croissance des algues dans les eaux de percolation et ensuite
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Tableau 15: Détermination des potentiels de fertilité (PF), du contenu
cellulaire en adénosine triphosphate (ATP) et en chlorophylle
"a" totale (chloro) pour les cultures dans les fioles de con-
trole aprés une croissance de 9 jours.

Série PF ATP Chloro
mg.L-1 10-8 pg.cellule-! 10-8 ug.cellule~!

J (12% AAP) 6,8 (6) 1,4 (4) 10,9 (5)

X (25% AAP) 10,4 (9) 1,3 (8) 10,0 (5)

K (25% AAP) 14,2 (9) 1,3 (9) 10,5 (9)

Autres (12% AAP) 10,6 (3) 1,5 (1) 8,9 (1)

Moyenne 12% AAP 8,1 (9)
1,4 (22) 9,6 (20)
25% AAP 12,3 (18)

s 12% AAP 3,1 (9)
0,5 (22) 4,8 (20)
25% AAP 3,4 (18)

( ) Nombre d'échantillons.
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Tableau 16: Coefficients de corrélation entre le potentiel de fertilité

(PF), 1'adénosine triphosphate (ATP) et 1la chlorophylle
(chloro).
Paramétres Sol J Sol K Sol X
PF vs ATP 0,52 0,50 0,55
PF vs Choro 0,73 0,51 0,27
ATP vs Choro * 0,77 0,36

* non significativement

différent de zéro au niveau 5% pour N ~ 40.
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d'étudier plus en détail 1'@volution des PF dans le temps et pour les diffé-
rentes doses de purin. Un rapprochement entre les modifications de la bio-
masse et la qualité des eaux de percolation permettra d'identifier une rela-

tion cause-effet.

4,2.1 Le sol Janvier (J)

Le sol Janvier est un loam sablo-argileux basique. Les taux de
phosphore et de potassium du sol initial sont les plus faibles des trois
sols et les concentrations de matiéres organiques et de magnésium sont in-
termédiaires. Pour le sol Janvier, deux approches différentes ont é&té
essayées: l'utilisation d'algues carencées en phosphore (semaine 3, 5, 7 et
9) et 1'utilisation d'algues du milieu AAP (semaine 1, 11, 13, 15 et 17).
Initialement, les algues avaient &té carencées pour limiter la croissance
due aux réserves de phosphore accumulé dans la cellule. Toutefois, ce trai-
tement affectait la reproductibilité des contrdles et donc limitait 1‘'inter-
prétation. Les résultats des bio-essais avec les algues carencées ne seront

donc pas exploités.

A cause de la variabilité des contrdles du milieu 12% AAP, 1'effet
sur la croissance a eté déterminé pour chaque semaine séparément a partir

des courbes de croissance (figure 7). Pour cette série, 86% des valeurs
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demontrent un effet d'inhibition. Seulement les échantillons lJ2 et 15J1

possédent une croissance supérieure aux controles.

La croissance la plus forte de cette série a €té mesurée lors des
bio-essais effectués avec les eaux de percolation provenant de la colonne de
sol n'ayant pas regu de purin. La valeur la plus forte de croissance a été
obtenu a la quinziéme semaine. On note &galement un effet de stimulation de

la croissance a ce moment.

De fagon trés générale, les PF des doses D2 et D3 se comporte de
maniére similaire. Pour la dose D4, une diminution de 1‘'effet d'inhibition
avec le temps est notée et la croissance pour cette dose est la plus forte
d la quinziéme semaine. En général, les PF de la dose D4 sont 1égérement
supérieurs ou voisine de ceux des doses D2 et D3. Ainsi, 1'application du
purin modifie la qualité de 1'eau de percolation, ce qui est traduit par une
diminution dans la croissance des algues par rapport au sol sans purin et

cet effet est plus prononcé a faible qu'a forte dose.

La discussion des résultats

L'effet de 1'ajout de purin & des colonnes de sol n'apparait pas
immédiatement car 1'eau contenue initialement dans la colonne doit étre
évacuée avant que 1'eau ayant interagi avec le purin puisse &tre recueillie.

D'ailleurs, avec des colonnes de sol de 0,8 m de long, Gerritse (1976) a
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mesuré un délai de 4 semaines avant 1'apparition de 1'ion chlorure. Lors de
nos expériences, les premiéres semaines qui correspondent a la période d'u-
tilisation des algues carencées, reflétent donc des différences entre la
composition des colonnes elles-mémes et, par conséquent, sont moins intéres-
santes pour 1'@tude de 1'effet de 1'@pandage du purin que les semaines ulté-

rieures.

Au cours de la premiére semaine 1'eau qui sort des colonnes possé-
de des concentrations assez fortes en phosphore (0,044 3 0,066 mg.L-!), mais
faibles en nitrate, en matiére organique, en ammoniaque et en cations ma-
jeurs (figure 8, annexe 1). La croissance plus faible des algues dans 1'é-
chantillon ayant recu la dose D4 & la premiére semaine coincide avec des

taux de cuivre de 0,04 mg.L-1.

A partir de la onzidme semaine, 1'évolution des nitrates et du
calcium démontre clairement 1'influence du purin sur la qualité de 1'eau.
L'eau du sol sans purin conserve des taux faibles de nitrate et de calcium.
Dans les autres cas, les concentrations augmentent progressivement avec la
dose. Les nitrates atteignent jusqu'ad 124 mg.L-!, ce qui dépasse la norme
acceptée pour 1'eau potable (10 mg N.L-!). La variation du phosphore avec
1a quantité de purin appliquée au sol est beaucoup moins nette, ce qui lais-

se croire que cet élément provient a la fois du sol et du purin.

Les fortes augmentations de phosphore et de nitrate auraient di
stimuler la croissance dans les eaux de percolation provenant des doses D2 a

D4. Les teneurs en calcium, magnésium, potassium et sodium sont également
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plus fortes & cette période. Pourtant, une inhibition est &vidente pour les
doses D2, D3 et D4. Des facteurs sont donc présents et annulent 1'effet des
éléments nutritifs. Parmi ceux-ci, 1'ammoniaque, les métaux traces et la

matiére organique doivent étre considéres.

Les taux d'ammoniaque sont &levés (1,2 mg.L-!) uniquement pour la
dose D4 aux quinziéme et dix-septiéme semaines, mais la croissance demeure
semblable a celle des autres semaines. L 'ammoniaque libre (NH,*) peut dimi-
nuer la croissance et le taux de photosynthése des algues. Lorsque le pH
est de 9,5 et la température de 20 3@ 25°C, deux & trois millimoles d'ammo-
niaque suffisent & diminuer de 50 a 95% la photosynthése (Azoz et Goldman,

1982). Toutefois, cette toxicité se rencontre surtout dans les eaux natu-

relles de faible alcalinité et dans des populations trés denses d'algues.

La matiére organique peut agir comme agent de complexation. Ain-
si, dans le cas de la dose D1, bien que la premiére et la quinziéme semaine
présentent des concentrations semblables de phosphore, la croissance est
beaucoup plus forte a la quinziéme semaine lorsque la matiére organique
(COT) est trois fois moins forte que la premiére semaine; en conséquence, le
phosphore semble moins disponible pour la croissance des algues en présence
de matiére organique. Ce phénoméne pourrait €galement &tre attribuable & un

manque de disponibilité en d'autres &léments essentiels.

Cette hypothése fut vérifiée en irradiant la matiére organique a

1'ultraviolet (figure 9). Si on détruit la matiére organique percolée du
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sol au début de 1'expérience (semaine 1), on assiste & une augmentation
importante de la croissance des algues, sauf dans le cas de la dose D4 ou
les concentrations du cuivre d'une origine inconnue nuisent & la croissance
des algues. Cette croissance aprés irradiation pourrait &tre 1iée a la nou-
velle disponibilité du phosphore lequel qui &tait auparavant séquestré par
la matiére organique; de plus 1‘apport d'éléments nutritifs résultant de la

dégradation des substances organiques peut €galement étre invoqué.

A partir de la onziéme semaine, la destruction de la matiére orga-
nique dans 1'eau de percolation du sol témoin stimule moins la croissance et
peut méme la diminuer. La matiére organique, en plus de séquestrer le phos-
phore, pourrait lier une substance toxique. L'irradiation libérerait ce
toxique qui aurait un effet encore plus marqué sur la croissance que la
matiére organique. Une troisiéme explication, la présence de peroxydes, lié
au processus d'irradiation pourrait &tre invoquée, toutefois cette hypothése
nous apparait difficile a soutenir étant donné 1'observation de stimulation
de croissance dans d'autres échantillons ayant subi ce méme traitement. De
plus la présence de ces composés étaient évitée en mettant les échantillons
une nuit, @ 4°C, avant de procéder aux bio-essais (Campbell, communication

personnelle).

L'absence de la stimulation de la croissance, aprés irradiation,
est visible également aux onziéme et treiziéme semaines pour les sols ayant
recu du purin mais disparait au cours des deux derniéres semaines. L'ATP
démontre un schéma semblable. Aux quinziéme et dix-septiéme semaines, la

destruction de la matiére organique apporte une stimulation de la croissance
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grace a la mise en disponibilité de nutriments. La substance toxique est

donc absente ou sa toxicité trés réduite.

L'explication la plus simple est la présence d'un métal en fortes
concentrations, durant ces quatre semaines, pour le sol témoin et également
élevé pour les 3 autres colonnes 3 la onziéme et treiziéme semaine. Un tel
phénoméne n'apparait pas dans les analyses chimiques. Cependant, le manga-
nése et le fer ne sont pas en concentrations négligeables et, dans le cas du
manganése, les taux augmentent avec la dose de purin ajoutée; ainsi, d'au-
tres métaux qui n'ont pas &té analysés pourraient également &tre mis en
cause. I1 se peut que la toxicité résulte de 1'interaction de plusieurs
substances. Dans ce cas, la disponibilité serait un meilleur indicateur que
la concentration. Ainsi, les fortes concentrations de cations pouvant dimi-
nuer la disponibilité d'un toxique (Rai et al., 1981) et permetrait une
croissance des algues dans les échantillons de la dose D4 méme si la concen-
tration du toxique est plus élevée que dans la dose D1 oli il y a peu de
croissance. I1 faut néanmoins retenir que la matiére organique semble jouer
le role principal dans la limitation de la croissance des algues dans les

eaux de percolation du sol Janvier.

4,2.2 Le sol Kamouraska (K)

Ce sol est un argile limoneux basique possédant un taux plus élevé

de matiére organique, de phosphore, d'azote, de potassium et de magnésium

que les deux autres sols.



(mg-L")

POTENTIEL DE FERTILITE

20,0

17,5

15,0

12,5

10,0

7,5

5,0

2,5

0,0

69-

] @® =Dl : Okg-hao™!

O = D2 :2Bkg- ho™'

B =D3 : 56kg-ha”!
8 O =D4 :118kg - ho™!
_________ o B A CONTROLE (25% AAP )

A . I\ s
- ?\"o\.\
/ \ m" T O—. =07
| | 1 | ] I | [ ] J

! 3 5 7 9 11! 13 15 17 1S
TEMPS APRES L'EPANDAGE (semaines )

FIGURE 10: Potentiel de fertilité des eaux de percolation du sol Kamouraska.




70-

Les valeurs du PF pour les dix-sept semaines sont données a la
potentiel de fertilité moyen de 14,2 = 2,2 mg.L-! et un coefficient de va-
riation de 15% (tableau 15). La variation est également de 15% autour de la
moyenne de 1,3 x 10-2 pg.mL-! pour 1'ATP. Les contrdles du sol Kamouraska
s'avérent les plus reproductibles des trois sols. Les variations d'ATP et
du PF sont sensiblement les mémes, sauf pour quelques points, ol 1'ATP par

cellule est élevée, le méme phénoméne se rencontre avec le sol Saint-dJude.

Les valeurs de PF des eaux de percolation démontrent un effet net
d'inhibition, car une valeur seulement se retrouve au-dessus de la limite

inférieure de croissance des contrdles (12,0 mg.L-1).

Dans les eaux de percolation du sol témoin, on assiste a une dimi-
nution de la croissance des algues entre la troisiéme et la cinquiéme semai-
ne. Puis, le PF se maintient autour de 5,5 mg.L-!, sauf pour une remontée a

la treiziéme semaine.

Les echantillons provenant des colonnes deux et trois réagissent
de fagon similaire dans le temps. Une diminution de la croissance telle que
notée pour le sol témoin, se produit également mais est suivie d'une augmen-

tation de la croissance a des valeurs voisines de la limite inférieure des
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controles. Les variations du PF des &chantillons ayant regu la dose la plus
forte de purin ressemblent plus a celles du sol témoin que celles des doses

D2 et D3.

L'ajout de purin a une faible dose semble diminuer 1'effet d'inhi-
bition noté pour le sol témoin; pourtant, a fortes doses, cette inhibition

réapparait.

Discussion des resultats

Durant les premiéres semaines, la qualité chimique des eaux de
percolation des quatre colonnes est semblable (figure 11). Aprés la troi-
siéme semaine, des différences apparaissent dans la qualité des eaux de
percolation. L'ajout de purin au sol Kamouraska semble stabiliser les per-
tes de carbone organique dissous qui sont trés visibles dans le sol témoin.
Ce dernier perd également des quantités plus importantes de phosphore, de
calcium, de fer et de manganése que les sols ayant regu du purin. Le phéno-
méne de stabilisation des sols par la matiére organique est bien connu dans

le milieu agricole (Bernard, 1981).

Par contre, les augmentations dans les nitrates sont indicateurs
de 1'épandage de purin. L'eau du sol témoin ne démontre pas de variations
tandis que les eaux des sols traités voient leurs concentrations en nitrate
augmenter graduellement comme dans le cas du sol Janvier. Pour le sol
Kamouraska, le phosphore inorganique et le phosphore total ont été analysés

(annexe 1). Gerritse (1976) a trouvé que le phosphore organique du purin de
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porc est plus mobile, dans des colonnes de sol, que le phosphore inorganique
et, que ce dernier n'augmentait pas de fagon significative dans les ef-
fluents. Dans les eaux de percolation du sol Kamouraska, le phosphore inor-
ganique est en concentration faible et trés proche de la limite de détec-

tion. I1 représente moins de 25% du phosphore total.

La diminution des PF aprés la troisiéme semaine semble correspon-
dre @ des augmentations de carbone organique (COT) dans 1'eau de percola-
tion. Ce phénoméne est le plus marqué pour le sol témoin ol le COT demeure
élevé et la croissance faible. La matiére organique semble donc séquestrer
des &léments nutritifs du milieu & 25% AAP. A la treiziéme semaine, une
augmentation de la croissance correspond & une concentration de phosphore
plus &levée, donc i1 y a plus de phosphore disponible, malgré la présence de

plus de matiére organique que la semaine précédente.

Les taux faibles de matiére organique et les augmentations de
nitrate et du phosphore facilitent la croissance des algues des doses D2 et
D3 @ partir de la neuviéme semaine. Les PF et les taux d'ATP se rapprochent

des valeurs des controles.

Le PF pour la dose D4 aurait di suivre les mémes variations que
les doses D2 et D3, si on considére les concentrations de matiére organique,
de nitrate et de phosphore. Or cela n'est pas le cas: on déduit qu'un autre
facteur doit venir inhiber la croissance. La dose D4 posséde des taux éle-
vés de fer (annexe 1). I1 est intéressant de noter que le PF varie de fagon

inverse a celle des concentrations de fer. Le sol témoin posséde des
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concentrations de fer encore plus élevées que la dose D4. Ceci semble sug-
gérer un phénoméne de précipitation du fer (Jackson et Hecky, 1980) la pré-
sence simultanée de fer et d'un métal toxique, qui n'a pas été analysé,

pourrait étre une autre explication.

Lorsque la matiére organique est oxydée dans les eaux de percola-
tion des doses D2 et D3, la croissance des algues devient comparable a celle
du milieu 25% AAP (figure 12). Le niveau de croissance varie avec la quan-
tité de phosphore apportée par les eaux de percolation. Le milieu 25% AAP
contient, au départ, 0,05 mg.L-! de phosphore. Les eaux de percolation en
ajoutent de 0,005 a 0,036 mg.L-!. Les faibles différences entre les PF des
échantillons, avant et aprés irradiation, de la neuviéme a la treiziéme
semaine, peuvent résulter des taux peu &levés de la matiére organique et du
phosphore dans ceux-ci. Pourtant, la croissance plus forte aprés irradia-
tion a la quinziéme et la dix-septiéme semaine lorsque les taux sont sembla-
bles pour ces deux paramétres semble indiquer la présence d'un facteur inhi-
biteur qui agit trés faiblement sur les échantillons des trois semaines

précédentes.

En considérant la dose D1, on voit que 1'augmentation de la crois-
sance des algues aprés la destruction de la matiére organique de la premiére
a la onziéme semaine est plus importante que pour les doses D2 et D3 et
dépasse méme la limite supérieure des contrdles du milieu 25% AAP (figure
12). Cette stimulation provient des taux plus élevés de phosphore dans les
eaux de percolation de la dose Dl et des produits de dégradation de la ma-

tiére organique.
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FIGURE 12: Potentiel de fertilité des eaux de percolation du sol Kamouraska

-

avant et aprés irradiation des échantillons & 1'ultraviolet.
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Toutefois, aprés la onziéme semaine, la destruction de la matiére
organique n'est pas suffisante pour rétablir la croissance. Trois explica-
tions peuvent &tre envisagées: i) la destruction de la matiere organique
est incompléte; ii) une substance toxique est associée a la matiére organi-
que aprés la onziéme semaine, mais n'était pas présente dans les autres
doses, car a ces doses la matiére organique et les toxiques étaient retenus
dans le sol; iii) la substance toxique est présente dans toutes les colon-
nes, mais serait apparu a la onziéme et a la treiziéme semaine seulement,
pour les doses D2 et D3. Ceci implique une migration plus lente dans le sol

témoin que dans les autres colonnes, phénoméne qu'on peut mal expliquer.

L'ajout de fortes concentrations du purin modifie la qualité de
1'eau car la croissance des algues de la dose D4 est différente de celle des
doses D2 et D3. Pourtant, les analyses chimiques ne décélent pas un facteur
en concentrations différentes pour la dose D4. Bien que le fer soit plus
élevé pour une grande partie de 1'expérience, la toxicité persiste méme
lorsque les taux atteignent des valeurs aussi basses que 0,01 mg.L-!. La
croissance des algues dans les échantillons irradiés de la dose D4 est trés
irréguliére dans les premiéres semaines contrairement aux autres doses ol un
schéma de variation se définit assez clairement. Ainsi, pour la dose D4, le

role de la matiére organique est difficile a définir.

L'ajout de faible dose de purin au sol Kamouraska diminue les

pertes de phosphore mais également les pertes de matiére organique qui le

séquestre. Le résultat net est une eau plus propice & la croissance des

algues que 1'eau du sol témoin, avec moins de cations et contenant des
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concentrations assez fortes de nitrates. Dans les cours d'eau ol la crois-
sance des algues est limitée par 1'azote, cet ajout de nitrate pourrait

favoriser le développement des algues.

4,3.3 Le sol Saint-dude (X)

Le Saint-Jude est un sol sableux acide. Le drainage est trés
rapide; c'est le moins organique des trois sols a 1'étude. Les analyses
chimiques de 1'eau de percolation démontrent des différences marquées avec
les deux autres sols. Un bilan de sortie approximatif a &té éetabli pour
1'azote et la matiére organique (tableau 17). Rappelons que les ajouts de

purin étaient identiques pour les trois sols.

Comme nous 1'avons mentionné précédemment, pour les sols Janvier
et Kamouraska, les nitrates sont des bons indicateurs de 1'ajout de purin au
sol; ils proviennent de 1'oxydation d'autres formes d'azote du purin. Ce-
pendant, 1'acidité du sol Saint-Jude semble avoir arrété la nitrification
et, en conséquence, les taux de nitrates demeurent faibles dans les eaux de
percolation. Par ailleurs, 1'azote ne se trouvant guére sous forme ammonia-
cale, la volatilisation est certainement responsable de pertes importantes
d'azote de ce systéme. Le phosphore réagit d'une fagon différente de 1'azo-
te. Les eaux de percolation contiennent trés peu de phosphore inorganique

et ce pour la durée de 1'expérience.

Bien que pour les sols J et K, la comparaison des charges de ma-

tiére organique des eaux de percolation des sols témoins avec celles des
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Tableau 17: Charges en azote (N-NO3 et N-NH3) et en carbone organique total
(COT) recueillies dans les eaux de percolation pour les sols J,

K et X.

Paramétre Dose* Sol J Sol K Sol X
N-NO3 D1 1,7 0,2 0,2
(mg) D2 60,2 7,1 0,2

D3 95,6 24,7 0,2
D4 130,0 19,3 0,3
N-NH, D1 0,1 0,1 0,1
(mg) D2 0,4 0,1 0,2
D3 0,2 0,1 0,1
D4 1,9 0,1 0,1
C-COT D1 40,6 196,5 87,5
(mg) D2 64,5 28,1 71,0
D3 60,0 28,8 80,0
D4 76,7 36,8 73,5

* Dl: 0 tonne.ha-!l.
D2: 28 tonnes.ha-l.
D3: 56 tonnes.ha-l.
D4: 112 tonnes.ha-l.
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eaux des colonnes ayant regu du purin permette de déceler 1'effet de 1'ajout
de purin, cette difféerence n'est pas évidente pour le sol Saint-Jude. Les
caractéristiques chimiques des eaux de percolation de ce sol sableux sont
assez stables pour les quatre doses. Le burin ne semble pas avoir eu d'ef-
fet sur 1'eau de percolation. Dans le présent cas, il faut donc relier
1'effet d'inhibition de 1a croissance des algues noté dans 1'eau de percola-
tion par rapport au milieu de controle 25% AAP au sol lui-méme et non a un
effet direct des éléments du purin (figure 13). Aprés la cinquiéme semaine,
1'augmentation de la croissance dans les échantillons d'eau de percolation
des sols ayant regu du purin coincide avec une concentration croissante de
calcium (figure 14). La solubilisation du calcium peut résulter des diffé-

rences de pH entre 1'eau du sol témoin et 1'eau en contact avec le purin.

A la figure 13, quelques points devient du schéma général de va-
riation des PF. En examinant les concentrations d'ATP, on s'apergoit que
les variations temporelles données par ce paramétre différent de celles du
PF. On peut penser que 1'ATP est surestimé a cause de la présence de bacté-
ries attachées aux algues. D'ailleurs, la corrélation entre 1'ATP et le PF
(tableau 16) est meilleure que celle entre 1'ATP et la chlorophylle. Dans
les échantillons du sol Saint-Jude, 1'ATP par cellule dosé au huitiéme jour
est plus élevée lorsque les algues sont en phase stationnaire et en faible
nombre (figure 15). Cet état favoriserait les bactéries car elles subi-
raient moins de compétition de la part des algues. Dans un milieu de cultu-
re synthétique, le taux d'ATP par cellule est plus &élevé au début de la

croissance et diminue pour atteindre de 1,3 & 1,6 x 10-8 ug aprés une semai-

ne (tableau 18). Si un toxique comme le CuSO,, est présent le dénombrement
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Tableau 18: Contenu cellulaire en adénosine triphosphate (ATP) de culture
de S. capricornutum a différentes phases de croissance

Milieu Jour de ATP Dénombrement ATP

croissance ug.L-1 108 cellule.L-1  10-8 yg.cellule-!

AAP 1 1,8 23 7,7

65,0 1461 4,4

64,8 4000 1,6

14 69,4 4380 1,6

AAP + 1 0,7 12 5,9

8 ug.L-1 CuSO, 4 16,7 177 9,4

7 58,8 3300 1,8

14 54,8 4500 1,2
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et la quantité d'ATP sont affectés les premiers jours et deviennent normaux

aprés une semaine.

En conséquence, en ce qui concerne le sol Saint-Jude, la présence
possible de bactérie et 1'influence douteuse du purin sur les eaux de perco-
lation empéchent une étude plus approfondie des variations temporelles du PF

et de 1'effet de la matiére organique.

Sommaire et conclusion

Pour combler certaines lacunes dans les connaissances sur la bio-
disponibilité des substances auxiniques ou toxiques présentes dans les eaux
de percolation suite a 1'épandage du purin de porc, une série de bio-essais
avec 1'algue Selenastrum a €té entreprise avec les échantillons d'eau prove-
nant de 3 types de colonnes de sol. Les principales conclusions sont don-

nées ci-dessous:

- L'effet toxique sur la croissance de S. capricornutum du purin

brut est trés marqué. Toutefois, lors d'une dilution importante a 0,1% de
la concentration initiale, la toxicité est remplacée par un effet stimula-

teur.

- Les eaux de percolation des trois sols agricoles sont moins favo-
rables a@ la croissance des algues que le milieu de contrdle AAP; la diminu-
tion de la croissance des algues dans les eaux de percolation provient pro-
bablement de la séquestration des é&léments nutritifs, surtout du phosphore,

par la matiére organique.
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- L'effet de 1'ajout de purin différe avec le type de sol (tableau
19). L'ajout de purin au loam sableux argileux (sol J) augmente la concen-
tration des é@léments dans le percolat et fait diminuer la croissance compa-
rativement au sol sans purin. L'effet d'inhibition est plus prononcé a
faibles qu'd fortes doses. L'ajout de purin a 1'argile limoneuse (sol K)
diminue les pertes de matiére organique du sol et permet une croissance plus
élevée que dans le témoin, mais pas tout a fait normale, car une certaine
quantité de matiére organique demeure dans 1'eau. L'ajout de fortes doses
de purin annule cet effet bénéfique pour la croissance. L'application de
purin au sol sableux (sol X) ne semble pas modifier la qualité de 1'eau de

percolation.

- Suite aux expériences sur la dégradation de la matiére organique,
il ressort la possibilité qu'une autre substance toxique pourrait étre pré-
sente dans le sol agricole, mais son effet deviendrait apparent lorsque la

matiére organique est détruite.

- Du coté des analyses chimiques, les nitrates s'avérent un bon
indicateur de 1'application de purin dans les sols basiques, mais n'affec-
tent pas la croissance des algues car, dans le milieu AAP, le phosphore est
le facteur limitant. Dans le sol Janvier, les pertes de nitrates sont im-
portantes et des taux jusqu'da 124 mg.L-! ont été observés ce qui dépasse la
norme de qualité de 1'eau. L'épandage de purin peut donc occasionner des
problémes de qualité de 1'eau dans le cas ou le type de sol favorise la
nitrification. Le phosphore n'est pas présent en fortes concentrations sous

forme inorganique dans les eaux de percolation; les formes organiques
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Etat récapitulatif des résultats acquis lors des expériences

avec les colonnes de sol.

Paramétre Loam sableux Argile Sable
argileux limoneuse loameux
Sol
pH 7,4 7,7 5,8
m.o. % 2,7 3,1 1,6
N % 0,13 0,23 0,13
P kg.ha~! 74 148 105
Percolat (témoin)
NO, mg N.L-! 0,61 0,08 0,08
NH, mg N.L-1 0,04 0,05 0,04
PT mg PO, .L"! 0,02 0,10 0,13
Pi mg PO, .L™! - 0,02 <0,02
Ca mg.L-! 1,8 64 21
COT mg.L-! 15 73 42
PF mg.L-! 5,6 6,5 4,5
Effet de 1'ajout de
purin sur le percolat
NO, +++ (semaine 9)  ++ (semaine 11) N.V.P.
NH, + N.V.P. N.V.P.
P - (semaine 5)
Ca ++ (semaine 7) - +
coT + - (semaine 5) N.V.P.
PF - + (28,56 T.ha"!) +
N.V.P. (112 T.ha"!)
+ augmentation.
- diminution.
N.V.P.: ne varie pas.
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pourraient étre plus importantes. Les eaux de percolation ne stimulent donc

pas la croissance de S. capricornutum.

- Du coté des bio-essais, le dénombrement s'est avéré adéquat pour
évaluer la croissance aprés une semaine. Les teneurs en adénosine triphos-
phate ne peuvent &tre associées spécifiquement aux algues puisque les cultu-

res utilisées n'étaient pas axéniques.

Pour déterminer 1'impact de 1'épandage du lisier de porc sur des
eaux agricoles du Québec, les analyses chimiques permettent de détecter des
niveaux &levés de substances reconnues comme nocives au bien-&tre de 1'homme
et de la faune et ce surtout dans le cas des nitrates. Toutefois, la crois-
sance des algues ne peut étre prédite uniquement a partir des analyses chi-
miques car les effets synergétiques ou antagonistes entre les différents
paramétres sont difficiles a établir. Dans cette &tude, les bio-essais ont
permis de mettre en évidence le rdle important des composés organiques dans
1'inhibition de la croissance des algues. Ainsi, i1 reste & identifier,
caractériser et établir la source de ces composés organiques et & comprendre

leurs évolutions suite a 1'épandage.
P

De plus, afin d'augmenter la fiabilité des réponses par rapport a
1'écologie des milieux aquatiques, des bio-essais sur les eaux de drainage
agricole devraient étre effectués avec les espéces indigénes qui colonisent
les systémes aquatiques qui regoivent ces eaux de drainage. Ces expériences

réalisées dans des conditions s'apparentant mieux avec celles du milieu
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naturel permettraient d'obtenir des réponses a caractére plus écologique
vis-a-vis des impacts des épandages sur le milieu aquatique et ceci pour des
conditions différentes de composition du purin, de méthode d'entreposage, de
taux d'application, de type de culture, de composition du sol et de capacité

hydraulique du sol.

Déja, cette &tude a permis de démontrer 1'importance du type de
sol dans la détermination de la qualité des eaux de drainage aprés un épan-
dage. Actuellement la prise de décision en gestion des déchets animaux
telle que 1'établissement des normes d'épandage, ne tient pas compte des
types de sol. L'utilisation d'une norme universelle pour 1'é&pandage se doit
d'étre réévaluée si un controle et une diminution de la pollution agricole

des eaux sont souhaités.
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Légendes

temps
dose
D1

D2

D3

D4

controle

*
série J
série K

série X

0
.01 pour Cu, Fe, Mn

Annexe 1

nombre de semaines aprés 1'épandage

dose de fumier appliquée sur les colonnes de sol
dose de 0 kg.ha™!

dose de 28 kg.ha"!

dose de 56 kg.ha"!

dose de 112 kg.ha-!

fiole contenant le milieu 12% ou 25% AAP

aprés irradiation a 1'ultraviolet
série des eaux de percolation du sol Janvier
série des eaux de percolation du sol Kamouraska

série des eaux de percolation du sol Saint-Jude

absence de données

concentrations égales ou inférieures & 0,01




Potentiel de fertilité (mg.L"1).
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Annexe 1A

dose

D1 D1* D2 p2* D3 D3* D4 D4* CONTROLE

temps
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Chlorophylle (10-2pg.m.-1).

Annexe 1D

dose
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D1* D2 D2* D3 D3*
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Carbone organique dissous (mg.L-!) dans les eaux de percolation.

Annexe 1R

dose
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