























































































































































































































































































































-92—

vérifier 1'applicabilité de cette conclusion & d'autres milieux et a d'autres
pH. En effet, il faut considérer que les usines, méme si elles utilisent le
méme procédé de traitement doivent étre considérées en tant que cas indépendant
lorsque la toxicité de leurs effluents est évaluée par rapport au milieu

récepteur.

Enfin signalons que le pH devrait étre pris en compte dans la
définition de critéres de la qualité de l'eau, par exemple au niveau des acides

résiniques.
Recommandations méthodologiques

L'eau de surface devrait étre échantillonnée au temps de 1'année ou
1'effluent risque d'étre le plus dommageable, probablement a 1'étiage
ou encore lors du choc acide au printemps.

L'ajustement du pH devra étre représentatif de celui de 1l'eau de
surface ol est déversé 1'effluent. Les biotests devraient étre
réalisés a 1'intérieur de la gamme de pH observée dans ce milieu.

Si le pH de l'effluent est extréme (i.e. <4 ou >10), on devrait
préalablement dilué 1'échantillon pour éviter la formation de
précipité au voisinage de 1la neutralifé. De plus, cette approche
permet de diminuer 1'écart de pH lors de 1l'ajustement. Pour éviter de
diluer inutilement 1'échantillon, on recommande 1'utilisation du
modéle MINEQL mis au point par Westall et al. (1976). Ainsi, a partir

des concentrations totales en ions majeurs et des valeurs de pH, on
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peut évaluer la répartition des diverses formes inorganiques aux
différents pH; on détermine ainsi a partir de quelle valeur de pH un

précipité risque de se former.




CHAPITRE 5

5. ACTIVITE 3: ETUDE DE LA REPONSE BIOLOGIQUE A LA TOXICITE D'EFFLUENTS
INDUSTRIELS
5.1 Contexte et problématique

Plusieurs études ont démontré que les algues ont le potentiel
d'augmenter leur niveau de tolérance suite a des expositions répétées a des
concentrations croissantes en polluant (Antia et Cheng, 1975; Stockner» et
Antia, 1976; Wang, 1986). Au cours des derniéres années, divers processus
biochimiques et ultrastructuraux relatifs a 1la tolérance furent étudiés
(Thompson et al., 1987). Stokes (1983) a suggéré que les mécanismes de
tolérance pouvaient consister a i) empécher ou retarder la pénétration d'un
métal a 1'intérieur de la cellule, ii) exclure le métal de la cellule, et
iii) permettre une détoxification par des processus intracellulaires

(ex.: désactivation).

Le seuil de tolérance des algues a un toxique quelconque est
généralement déterminé par 1'exposition directe des cellules a une ou des
concentrations assez élevées de ce toxique. A cause de la courte durée des
expériences conventionnelles, les effets d'acclimatation sont rarement pris en
compte (Stockner et Antia, 1976). De plus, cette fagon de procéder entraine un
maximum de stress sur les cellules; elle représente des circonstances

particuliéres ou des toxiques sont introduits brutalement dans 1'environnement
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aquatique (i.e. décharge ponctuelle). En réalité de telles conditions ne sont
que transitoires; en effet, les concentrations en aval du point de rejet
diminuent graduellement. De plus, il est rare que les concentrations en

polluants soient constantes dans un effluent.

De fait, la réponse a court terme (bioessai conventionnel) est
significative du potentiel de tolérance "immédiat". C'est une évaluation du
danger ou de 1'impact dans une 2zone restreinte autour du point de rejet
(Stockner et Antia, 1976). Chez les microorganismes, la capacité de tolérance
permet le maintien de la viabilité durant la période critique d'exposition aux
substances toxiques et assure la reprise de la croissance au retour des
conditions favorables (récupération), ou encore le maintien de la croissance
méme si les conditions restent difficiles (acclimatation). Les notions de
potentiel de récupération et d'acclimatation doivent étre prises en compte dans
le contexte de 1'évaluation des dangers; elles permettent une évaluation de la

réversibilité de 1'effet toxique (Sprague, 1985; Kuwabara et Leland, 1986).

5.2 Objectifs

Dans une perspective de dépistage des dangers environnementaux,
1'objectif de cette section est de développer un protocole simple et
relativement rapide pour évaluer 1les potentiels de récupération et

d'acclimatation de 1'algue S. capricornutum afin d'améliorer la signification

de la mesure de CI50.
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Cet objectif sera atteint en déterminant la réponse des algues a un
effluent artificiel dont la toxicité est essentiellement d'origine métallique.
A cause de ses caractéristiques de dégradabilité, 1'effluent de pates et

papiers n'a pas été utilisé 1lors des expériences de récupération et

d'acclimatation.

5.3 Procédures existantes

Parmi les procédures développées pour étudier la tolérance chez les

algues, nous avons répertorié deux grandes tendances méthodologiques.

La premiére tendance permet de tester 1'hypothése d'une récupération
chez des populations mises en contact avec des polluants puis transférées dans
un milieu sain. Par exemple, Thompson et al. (1987) ont mis en évidence la

capacité de récupération de 1'algue §. capricornutum aprés que des populations

aient été mises en contact avec des concentrations en Cd variant entre 2 et
32 ug/L. Aprés 24 et 96 h d'exposition, les algues étaient récoltées,
concentrées par filtration, resuspendues et immédiatement réinoculées dans du
milieu non-contaminé. L'effet de la durée d'exposition sur la récupération a
été mis en évidence: la récupération était totale, c'est-a-dire que 1la
croissance était non significativement différente du témoin, pour un temps
d'exposition de 24 h. Par contre, la récupération était partielle chez les

populations exposées 96 h aux fortes concentrations de cadmium (> 16 ug/L).
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Ce méme protocole a également été utilisé sur un effluent de chlor-
alcali. Aprés 24 h d'exposition, la récupération n'est pas observée aux
concentrations d'effluents > 4%. Par contre, la récupération a lieu chez les
populations ayant été en contact durant 96 h. Les auteuré expliquent cette
situation par la perte de chlore et/ou un certain degré d'acclimatation acquis

durant les 96 h d'exposition.

La deuxiéme tendance méthodologique est utile pour tester 1'hypothése
d'une acclimatation. Ces méthodes consistent a exposer préalablement les algues
32 des concentrations de polluants avant d'en déterminer leur toxicité. Ainsi
par exemple, Stokes (1983) ont observé que les algues provenant de milieux
chroniquement pollués étaient plus résistantes que des souches de laboratoire

ou encore que les mémes espéces provenant de milieux non perturbés.

5.4 Procédures expérimentées

Préparation de 1'effluent et conditions de culture

Compte tenu du caractére trés toxique de 1'effluent synthétique
(section 3.1.5), trois concentrations sous—-létales ont été identifiées par la
réalisation des tests de récupération et d'acclimatation, & savoir 0,1%, 0,05%
et 0,03% v/v de 1'effluent. Ces solutions ont été préparées a partir d'une
solution stock de 1'effluent a 1% v/v enrichi avec du milieu AAP pour éliminer
1'effet d'une déficience en éléments essentiels (Joubert, 1980). Le milieu AAP

sert également comme milieu de dilution lors de la préparation des différentes
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concentrations de solutions. Les pH ont été ajustés avec du NaOH (5%).
Immédiatement aprés 1'ajustement, le pH des solutions variaient entre 6,3 et
6,5; aprés 12 h, les pH se situaient entre 6,7 et 7,2. L'ajustement du pH de

solution n'ayant aucun pouvoir tampon reste trés problématique.

Les conditions d'incubation étaient sensiblement les mémes que celles
des tests conventionnels (section 2.3.2). Lors de ces biotests, seuls les
volumes des solutions (400 mL dans des erlenmeyers de 2 L) et la concentration

initiale en cellules (104 cellules/mL) variaient.

Procédure expérimentale

Les diverses étapes expérimentales sont présentées a la figure 7. A
divers intervalles (0, 3, 6, 24, 48, 72, 96, 144, 192 h) durant les 8 j
d'incubation, la densité cellulaire a été déterminée au compteur de

-

particules.

Aprés 24, 48, 96 et 192 h d'exposition, une partie de la population
fut prélevée et concentrée par filtration. Ces populations ont été dénombrées
au compteur électronique et immédiatement réinoculées dans des erlens de 125 mL
contenant 25 mL de milieu AAP non contaminé pour les expériences de
récupération. En ce qui concerne 1'acclimation, il y a une prolongation de la

durée de 1'exposition des algues au polluant, avec un renouvellement de 1la

solution aprés 96 et 192 h pour les trois concentrations (0,1, 0,05 et
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ECHANTILLON

«———— |ENRICHISSEMENT

PRELIMINAIRES — | ERLENMEYERS 2 L.
0,0,03,0,05,0,1% v/v

I
INOCULUM 10 000 c/mL

COMPTE CELLULAIRE A
0,3,6,24,48,72,96,144 et 192 h

1
SOUS-ECHANTILLONS

I
FILTRATION

1
RESUSPENSION

I
COMPTE CELLULAIRE

-
INOCOULATION 10 000 c/mL

I
ERLENMEYERS 125 mL

I
I |

RECUPERATION APRES ACCLIMATATION APRES
25, 96 et 192 h 96 et 192 h
I |
MILIEU SAIN ECHANTILLON
0;0,03;0,05;0,1%v/v

COMPTE CELLULAIRE A
0,24,48,72,96,144 et 192 h

Démarche retenue pour 1'évaluation des potentiels de récupération et
d'acclimatation des organismes biologiques.

Figure 7:




-101-

0,03% v/v) testées. Un témoin non contaminé a subit les mémes manipulationms.

La concentration des inocula était de 10¢ cellules/mL.

Aprés le transfert, aussi bien lors des expériences de récupération
que d'acclimatation, 1'exposition avait 1lieu dans les mémes conditions
d'incubation. Les dénombrements ont aussi été effectués aprés 0, 24, 48, 72,
96, 144 et 192 h d'incubation. Une derniére série expérimentale a été réalisée
parallélement aux procédures décrites précédemment. Des biotests conventionnels
ont été effectués avec trois types d'inoculums. Le premier était formé d'algues
non-acclimatées et les deux autres d'algues acclimatées a 0,03 et 0,05% v/v
d'effluent. Ces algues ont été récoltées a la fin des deux séries
expérimentales pour 1l'acclimatation. Les triplicats pour chacune des
concentrations ont été mélangés, homogénéisés, puis concentrés par filtrationm.
Les organismes étant possiblement acclimatés au polluant, la concentration
nécessaife pour inhiber 50% de la croissance élgale devrait étre plus élevée

par rapport a la CI50 des algues non-acclimatés.
Analyses statistiques et présentation des résultats
Afin de normaliser la distribution des données, les valeurs furent

transformées en leur expression logarithmique. La normalité et 1'homogénéité

des variances ont été vérifiées, avec les tests de Khi-2 et de Bartlett

respectivement.
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Les valeurs de toxicité furent caractérisées en identifiant "la plus
forte concentration n'occasionnant pas d'effet" (NOEC)! et "la plus faible
concentration testée causant un effet significatif (LCSE)?. Pour les fins du

présent travail, seuls les NOEC seront présentés.

La technique utilisée pour calculer ces valeurs consiste a comparer
la moyenne des témoins avec la moyenne de chaque traitement selon le test
statistique du Dunnett; on établit ainsi les traitements qui entrainaient des
différences significatives par rapport au contrdle. Zar (1974) (tiré de Adams
et al. 1985) mentionne qu'une procédure de comparaison multiple doit étre
adoptée car il est généralement inapproprié d'effectuer une série de tests sur
des groupes de deux échantillons (test de Student par exemple) puisque 1'on

augmente 1'erreur a chaque hypothése testée.

La comparaison multiple de Dunnett est précédée par une analyse de
variance 2 un critére laquelle indique s'il est nécessaire d'effectuer le test.
Les tests statistiques furent effectués & 1'aide de programmes informatiques.
Pour chaque concentration testée, on détermine si la différence par rapport au
témoin est significative a 95% de probabilité. Pour chaque groupe de données,
on précise également la plus petite différence significative. Les comparaisons
furent appliquées aux données de 0, 24, 96, 192 h. Les valeurs de NOEC ont été

précisées selon la procédure de Adams et al. (1985).

1 NOEC: No Observed Effect Concentration

2 ICSE: Lowest Concentration with Significant Effect
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5.5 Résultats et discussion

5.5.1 Exposition: effets sur la croissance

A la figure 8 sont représentés les dénombrements cellulaires des

populations exposées aux trois concentrations de polluant et des témoins.

Le dénombrement cellulaire est le méme pour toutes les concentrations
jusqu'a 24 h d'exposition. Des différences significatives sont observées entre
24 et 48 h. A partir de 96 h, le test de Dunnett met en évidence des
différences significatives pour toutes les concentrations. La plus faible
concentration d'effluent testée (0,03%) présente sensiblement les mémes taux de
croissance que le témoin avec cependant des densités cellulaires plus faibles.
A une concentration de 0,05%, la durée de la phase latente des cultures
augmente; une prolongation de la période d'exposition aurait peut-étre permis a
cette population d'algues d'atteindre une biomasse semblable a celle du témoin.
A la concentration de 0,1% d'effluent, le taux de croissance est inhibée durant
les 8 j d'exposition; de plus, on observe une diminution du nombre d'algues
entre le 6iéme et le 8iéme j. Cette concentration ne permet pas le maintien de

la viabilité des cellules.

Les valeurs de NOEC sont compilées au tableau 20. Toutes les
concentrations testées produisent un effet significatif par rapport au témoin
en tout temps. Il est possible d'en déduire qu'une faible dilution de

1'effluent dans le milieu (aussi faible que 0,03%) produira un impact sur les
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O TEMOIN

L4

DENOMBREMENT CELLULAIRE (cellules/mL )

10 3 | 1 | | |
0 24 48 72 96 144 192

TEMPS ( heure )

Figure 8: Exposition des algues a 1'effluent synthétique.
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Tableau 20: Concentrations (%) maximales testées n'entrainant pas d'effet

significatif (NOEC) sur la croissance algale.

TYPE D'EXPERIENCE Oh 24 h 96 h 192 h

A) Exposition 0,05 0,1 - =

B) Récupération

24 h d'exposition 0,05 - 0,03 0,05
48 h d'exposition 0,05 - 0,03 0,05
96 h d'exposition 0,1 - 0,03 0,05
192 h Q'exposition 0,05 0,03 0,03 0,05

Au temps 0, la présence de valeurs est liée aux différences de densité

cellulaire dans les inoculum.

- : tous les traitements sont significativement différents du témoin.
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populations algales indigénes lors d'une exposition ponctuelle des algues au

polluant.

5.5.2 Récupération

Aprés 24 h d'exposition

Le test de Dunnett met en évidence une légére différence entre les
inocula de départ, mais elie n'est pas assez importante pour se répercuter sur
la biomasse ultérieure des populations (figure 9a). Des différences
significatives par rapport au témoin apparaissent a toutes les concentrations
au temps 24 h jusqu'a 96 h d'incubation en milieu sain. Aprés 96 h
d'incubation, la NOEC se situe a 0,03%. A cette concentration, il n'y a plus de
différence significative par rapport au témoin. Aprés 8 j de récupération,
seule la plus forte concentration (0,1%) demeure significativement différente
(NOEC = 0,05); une reprise de la croissance est cependant observée. Bref,
1'exposition durant 24 h a 1'effluent synthétique permet une réversibilité

significative des effets toxiques lorsque les populations sont réinoculées en

milieu sain.
Aprés 48 h d'exposition
Le pattern de récupération des algues exposées a 1l'effluent durant

48 h est voisin de celui observé précédemment (figure 9b); et les valeurs de

NOEC sont les mémes. Il faut cependant signaler que les populations soumises a

0,1% d'effluent récupérent moins bien.
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Aprés 96 h d'exposition

Aucune différence significative n'est observée avec les inocula de
1'expérience de récupération sur les populations exposées durant 96 h (figure
10a). Les mémes NOEC sont mesurées aprés 96 h et 192 h. Comme le suggérent
Adams et al. (1985) il serait plus réaliste de comparer les NOEC obtenues apreés
96 h d'incubation plutét que celles obtenues aprés 192 h. En effet, apres 192 h
la population algale du témoin atteint généralement une phase stationnaire et
1'écart diminue entre les traitements et le témoin; les valeurs de NOEC
mesurées aprés 192 h deviennent alors différentes Ae celles mesurées aprés
96 h. Ainsi aprés 96 h seule la concentration de 0,03% soutient une croissance
algale identique a celle de la population témoin. Les populations exposées a la
concentration de 0,05% d'effluent nécessitent une période de latence plus
longue pour rejoindre le témoin. Ces populations pourront néanmoins récupérer
dans le milieu si les conditions saines se maintiennent pendant plus de

4 jours.
Aprés 192 h d'exposition

Les mémes valeurs de NOEC ont été obtenues. De plus, aucune
récupération n'est observée suite a 1'exposition des populations a 0,1%
d'effluent. I1 semble que la viabilité de ces populations ait été fortement

perturbée car aucune reprise de croissance n'est observée.

















































































































































