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véri f ier L 'appl icabi l i té de cette conclusion à d'autres mi l ieux et à d'autres

pH. En effet, il faut considérer que les usines, nêne sl. elles utillsent Ie

nême proeédé de traitement doivent être considérées en tant gue cas indépendant

lorsque la toxicité de leurs effluents est évaluée par rapport au nilieu

récepteur.

Enfin signalons que le pH devrait être pris en conpte dans la

définition de critères de la qualité de l'eau, par exenple eu uiveau des acides

résiniques.

Recom:rndations néthodologiques

L'eau de surface devrait être échantlllonnée au temps de I'année où

lreffl.uent risque dtêtre le plus donnageable, probablenent à 1'étiage

ou encore lors du choc acide au printenps.

Lfajustement du pII devra être représentatif de celui de I'eau de

surface où est déversé lreffluent. Les biotests devraient être

réalisés à f intérieur de la gamne de pH observée dans ce milieu.

Si le pH de I 'ef f luent est extrême ( i .e.  <4 ou >10),  on devrai t

préalablement dilué l'échantillon pour éviter la formation de

précipité au voisinage de la neutralité. De plus, cette approche

pernet de diminuer ltécart de pH lors de lrajustement. Pour éviter de

diluer inutilenent 1'échantillon, on reco-.ande lrutil.isation du

nodèLe ltINEQt nis au point par t{estall et al. (1976). Ainsi, à partir

des concentrations totales en ions najeurs et des valeurs de pH, on
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peut évaluer la répartition des

différents pH; on détermine ainsi

précipité risque de se forner.

diverses formes inorganigues au,:x

à partir de quelle valeur de pH un



5 .

CIIAPI1SE 5

AcrlvrrÉ 3: ÉTupE pE il RÉpgNSE BrotocrQuE À tA ToxrcrrÉ p'arFtuENTs

INDUSTRÏELS

5 . 1 Contexte et problématique

Plusieurs études ont démontré gue les algues ont le potentieL

d'augmenter leur niveau de tolérance suite à des expositions répétées à des

concentrations croissantes en polluant (Antia et Cheng, 19753 Stoekner et

Antia, 1976; llang, 1986). Au cours des dernières années, divers processus

biochiniques et ultrastructuraux relatifs à la tolérance furent étudiés

(Thompson et al . ,  1987).  Stokes (1983) a suggéré que les mécanismes de

tolérance pouvaient consister à f) empêcher ou retarder la pénétration d'un

néta1 à l r intér ieur de la cel lule,  i i )  exclure le métal .  de la cel lule,  et

i i i )  permet t re  une dé tox i f i ca t ion  par  des  processus  Ln t race l lu la i res

(ex . :  désac t iva t ion) .

Le seuil de tolérance des algues à un toxique quelconque est

généralement déterminé par lrexposition directe des cellules à une ou des

concentrations essez élevées de ce toxlque. À cause de la courte durée des

expériences conventionnelles, les effets d'acclinatation sont rarement pri.s en

conpte (Stockner et Antia, 1976). De pLus, cette façon de procéder entral.ne un

naximum de stress sur les cellules; elle représente des circonstances

particulières où des toxiques sont introduits brutalement dans I'environnement
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aquat ique ( i .e.  décharge ponctuel le).  En réal i té de tel les condit ions ne sont

que transitoires; en effet, les concentrations. en aval du point de rejet

dininuent graduellement. De plus, il. est rare que les concentrations en

polluants soient constantes dans un effluent.

De fait, La réponse à court terne (bioessai conventionnel) est

significative du potentiel de tolérance t'i.rédiatt'. Cfest une évaluation du

danger ou de lrimpact dans une zone restrei.nte autour du point de rejet

(Stockner et Antia, L976). Chez les microorganismes, la eapacité de tolérance

pernet le naintien de la viabilité durant La pérlode critique d'exposition aux

substances toxiques et assure la reprise de la croissance au retour des

conditions favorables (récupération), ou encore le naintien de 1a croissance

même si les conditions restent difficiles (acclimatation). Les notions de

potentiel de récupération et dracclinatation doivent être prises en compte dans

le contexte de lfévaluation des dangers; elles pernettent une évaLuation de la

réversibilité de lreffet toxique (Sprague, 1985; Kuwabara et Leland, 1986).

5 . 2 Object i fs

Dans une perspective de dépistage des dangers environnementaux,

lrobjectl-f de cette section est de développer un protocole simple et

re la t i vement  rap ide  pour  éva l .uer  les  po ten t ie ls  de  récupéra t ion  e t

d'accl imatat ion de I 'a lgue S. capricornutun af in d'anél iorer la signi f icat ion

de La mesure de CI50.
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Cet objectif sera atteint en déterminant la réponse des algues à un

effluent artificlel dont la toxicité est essentiellenent drorigine métal1ique.

À cause de ses caractéristiques de dégradabil.itér lteffluent de pâtes et

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

d'accl inatat ion.

5 . 3 Procédures existantes

Parni les procédures développées pour étudier la tolérance chez les

algues, nous avons répertorié deux grandes tendances néthodologiques.

La première tendance pernet de tester lfhypothèse dtune récupération

chez des populations nises en contact avec des polluants puis transférées dans

un nilieu sain. Pax exenple, Thompson et al. (1987) ont nis en évidence la

capacité de récupération de l'algue S. capricornutun après que des populations

aient été mises en contact avec des concentrations en Cd variant entre 2 et

32 Vg/L. Après 24 et 96 h drexposition, les algues étaient récoltées,

concentrées par filtration, resuspendues et innédiatenent réinoculées dans du

nilieu non-contaminé. L'effet de la durée d'exposition sur la récupération a

êtê nis en évidence: la récupération était totale, crest-à-dire que la

croissance était non significativenent différente du ténoin, pour un tenps

d'exposition de 24 h. Par contre, la récupération était partielle chez les

populations exposêes 96 h aux fortes concentrations de cadmiun (> 16 Vg/L).
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Ce même protocole a égalenent été utilisé sur un effluent de chlor-

alcali. Après 24 b d'expositlon, La récupératioa nrest pes observée aux

concentrations dreffluents > 4%. Par contre, la récupération a lieu chez les

populations eyant été en contact durant 96 h. Les auteurs expliquent cette

situation par la perte de chlore et/ou un certain degré d'acclimatation acquis

durant les 96 h dtexposltion.

La deuxiène tendance néthodologique est utile pour tester lthypothèse

d'une ecclimatation. Ces néthodes consistent à exposer préalablenent les algues

à des concentrations de polluants avant d'en déterminer leur toxicité. Ainsi

par exemple, Stokes (19S3) ont observé que les algues provenant de nilieux

chroniquement pollués étaient plus résistantes que des souches de laboratoire

ou encore que les nênes espèces provenant de nilieux non perturbés.

5 . 4 Procédures enpérinentées

Préparatiæ de lreffluent et conditiols de culture

Compte tenu du caractère très toxigue de lreffluent synthétique

(sect ion 3.1.5),  t rois concentrat ions sous-létales ont été ident i f iées par la

réal isat ion des tests de récupérat ion et d 'accl inatat ion, à savoir  0,1f,  0105%

et 0,03% v/v de lreffluent. Ces solutions ont été préparées à partir d'une

sol.ution stock de l'effluent à lT v/v enrichi avec du nilieu AAP pour éliminer

lref fet  d 'une déf lc lence en élénents essent iels (Joubert ,  1980).  Le ni l ieu AAP

sert également cornè nilieu de dilution lors de la préparation des différentes
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concentrations de solutions. Les pH ont êté ajustés avec du NaOH (5%).

fnmédiatement après lrajustenent, le pH des solutions variaient entre 613 et

6,5; après 12 h, les pH se si tuaient entre 617 et 7 12. Lfajustenent du pH de

soLution nrayant aucun pouvoir tampon reste très problématique.

Les conditions d'incubation étaient sensiblement les oênes que celles

des tests convent ionnels (sect ion 2.3.2).  Lors de ces biotests,  seuls les

volumes des solutions (400 mL dans des erlenneyers de 2 L) et la concentration

ini t ia le en cel lules (104 cel lules/ml) var iaient.

Procédure exlÉrinentale

Les diverses étapes expérimentales sont présentées à la figure 7. A

divers interval les (0, 3,  6,  24, 48, 72, 96, L44, L92 h) durant les I  j

d ' incubat ion ,  1a  dens i té  ce l lu la i re  a  é tê  dé terminée au  compteur  de

part icules.

Après 24, 48, 96 et 192 h d'exposition, une partie de la population

fut prélevée et concentrée per filtration. Ces populations ont été dénombrées

au conpteur électronique et imnédiatement réinoculées dans des erlens de 125 mL

contenant 25 nL de nilieu AAP non contaniné pour les expériences de

récupération. En ce qui concerne lracclimation, il y a une prolongation de la

durée de lrexposition des algues au polluant, evec un renouvellement de la

solut ion après 96 et t92 h pour les trois concentrat ions (0,1, 0,05 et



-100-

ÉcnaNrrr,r,oN

IPRELIMINAÏRES I+

<,- lr--rtr--*l

ERTENMEYERS 2 I.
o ro r03 r0 r05 r0 r lT �  v / v

INOCt LttM 10 000 c/mI,

COMP1E CELLULAIRE A
0,3 ,6 ,24 ,48r72196,144 e t  L92 b

SOUS-ÉCHANTTIJONS

FILTRATION

RESUSPENSÏON

COMPTE CELLT'LAIRE

IN0COULATION 10 000 c/mI,

ERLENIIEYERS 125 nL

RECUPERAT]
25,  96 et

ON APRES
192 h

ACCLIMATATION APRES
96 et L92 h

MILIET SAIN ECHANTILLON
0 ; 0 , 0 3 ; 0  r  0 5  ; 0  , L % v  / v

COUPTE CETTUTAIRE À
O,24,48,72196,L44 et. I92 h

Figure 7: Dénarche retenue pour 1révaluation des potentiels de récupération et
draccl.inatation des organisnes biologiques.
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0rO3% v/v) testées. Un témoin non contaniné a subit les nêmes manipulations.

La concentration des inocula était de 104 cellules/nl.

Après le transfert, aussi bien lors des expériences de récupération

que d'accl inatat ion, l texposit ion avait  l ieu dans les. nêmes condit ions

dfincubation. Les dénombrements ont aussi été effectués après 0, 24, 48, 72,

96, 144 et 192 h d'incubation. Une dernière sêrie expérinentale a été réalisée

parallèlement aux procédures décrites précédenment. Des biotests conventionnels

ont été effectués avec trois t5pes d'inoculuns. Le prenier étâit formé dtalgues

non-acclimatées et les deux autres d'algues acclinatées à 0103 et 0105% v/v

d ' e f f l u e n t .  C e s  a l g u e s  o n t  é t ê  r é c o l t é e s  à  l a  f i n  d e s  d e u x  s é r i e s

expér inenta les  pour  I 'acc l imata t ion .  Les  t r ip l . i ca ts  pour  chacune des

concentrations ont été mélangés, homogénéisés, puis concentrés par filtration.

Les organisnes étant possiblenent acclinatés au polluant, la concentration

nécessaire pour inhiber 50% de la croissance algale devrait être plus élevée

par rapport à la CI50 des algues non-acclinatés.

Analyrsgs statistiques et prêsentation des résultats

Afin de normaliser la distribution des données, les valeurs furent

transformées en leur expression logarithnique. La nornalité et I'homogénéité

des variances ont êtê vérifiées, avec les tests de Khi-z et de Bartlett

respectivement.
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Les valeurs de toxicité furent caractérisées en identifiant "la plus

forte concentration n'occasionnant pas d'effetrr (N0EC) 1 et ttla pl.us faible

concentration testêe causant un effet slgnificatif (LCSE)2. Pour les fins du

présent travail, seuls les NOEC seront présentés.

La technique utilisée pour calculer ces valeurs consLste à comparer

la moyenne des ténoins avec la noyenne de chaque traitenent selon le test

statistique du Dunnett; on établit aiasi les traitenents qui entrainaient des

différences significatives par rapport au contrôle. Zax (L974) (tiré de Adams

et al.. 1935) mentionne qu'une procédure de comparaison multiple doit être

adoptée car il est généralenent inapproprié d'effectuer une série de tests sur

des groupes de deux échantil.Lons (test de Student par exenple) puisque I'on

augnente 1'erreur à chaque hypothèse testée.

La cornparaison nultiple de Dunnett est précédée par une analyse de

variance à un crltère laquelle indique stil est nécessaire dreffectuer le test.

Les tests statlstiques furent effectués à lraide de progra'nrnes informatiques.

Pour chaque concentration testée, on déternine si la différence par rapport au

ténoin est significative à 95}.- de probabilité. Pour chaque groupe de données,

on précise égalenent 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 1a procédure de Adans et al .  (1985).

NOEC: No Observed Effect Concentration

LCSE: Lowest Concentration with Significant Effect

I

2
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5 . 5 Résultats et discussion

5 . 5 . 1 Exposition: effets sur la croissance

À la figure 8 sont représentés les dénombrements cellulaires des

populations exposées aux trois concentrations de polluant et des ténoins.

Le dénonbrement cellulaire est le nêne pour toutes les concentrations

jusqu'à 24 h d'expositl.on. Des différences significatives sont observées entre

24 et 48 h. À partir de 96 h, le test de Dunnett net en évidence des

différences significatives pour toutes les concentrations. La plus faible

concentration dfeffluent testée (0r03%) présente sensibLement 1es mênes taux de

croissance que le ténoin avec cependant des densités cellulaires plus faibles.

À une concentration de 0,05%, la durée de la phase latente des cultures

augmente; une prolongation de la pêriode d'exposition aurait peut-être permis à

cette population d'algues d'atteindre une bionasse senblabl.e à cel1e du ténoin.

À 1" "ot"entration de 0r1% d'effluent, le taux de croissance est inhibée durant

les I j drexposition; de plus, on observe une dininution du nonbre d'algues

entre le 6iène et le 8iène j. Cette concentration ae pernet pas le naintien de

la viabi l i té des cel lules.

Les valeurs de NOEC sont corpiLées au tableau 20. Toutes les

concentrations testées produisent un effet significatif par repport au témoin

en tout tenps. Il est possible dten déduire qu'une faible dilution de

lreffluent dans le nil.ieu (aussi faible que 0,031) produira un inpact sur les
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Tableau 20: Concentrations (%)

significatif (NOEC)
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naxinales testées

sur la croissance

n I entrainant

a lgaLe.

pas  dre f fe t

TYPE D'UXpÉntnNCn 0 h 2 4 h 9 6 h t92 h

A) Exposition

B) Récupération

24 h d'exposition

48 h d'exposition

96 h d'exposit ion

L92 h drexposition

0 , 0 5

0 r 0 5

0 , 0 5

0 ' 1

0 r 0 5

0 ' 1

0 , 0 3

0 , 0 3

0 r 0 3

0 r 0 3

0 , 0 3

0 r 0 5

0 r 0 5

0 , 0 5

0 , 0 5

Au temps 0, la présence de valeurs est 1iée au:x différences de densité

cellulaire dans les inoculum.

- : tous les traitements sont significativenent différents du ténoin.
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populations algales indigènes

pol luant.

lors dtune exposition ponctuelle des algues au

5  . 5 . 2 Récupération

Après 24 h drexgnsitioa

Le test de Dunnett net en évidence une légère différence entre les

inocula de départ, mais elle ntest pas assez lmportante pour se répercuter sur

L a  b i o m a s s e  u l t é r i e u r e  d e s  p o p u l a t i o n s  ( f i g u r e  9 a ) .  D e s  d i f f é r e n c e s

significatives per rapport au ténoin apparaissent à toutes les concentrations

eu temps 24 h jusqu'à 96 h d'incubation en nilieu sain. Après 96 h

d'incubation, la NOEC se situe à 0,03%. À cette concentration, il nty a plus de

différence significative par rapport au ténoin. Après I j de récupération,

seul.e la plus forte concentration (0,1%) demeure significativenent différente

(NOEC = 0105); rule reprise de la croissance est cependant observée. Bref,

lfexposition durant 24 h à l'effluent synthétique pernet une réversibilité

significative des effets toxiques lorsgue les populations sont réinoculées en

mil ieu sain.

Après 46 h d'erpositioa

Le pattern de récupératlon des algues exposées à I'effluent durant

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

NOEC sont les mênes. 11 faut cependant signaler gue les popul.ations soumises à

0,1% d'effluent récupèrent noins bien.
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Après 96 h d'exlrcsitioa

Aucune différence significative n'est observée avec les inocula de

ltexpérience de récupération sur les populations exposées durant 96 h (figure

10a). Les mênes N0EC sont nesurées après 96 h et L92 h. Comme 1e suggèrent

Adams et al. (1985) il serait plus réaliste de comparer les NOEC obtenues après

96 h d'incubation plutôt que celles obtenues après L92 h. En effet, après I92 h

la population algale du ténoin atteint généralement une phase stationnaire et

1récart dininue entre les traitements et le témoin; les valeurs de N0EC

mesurées après Lg2 h deviennent alors différentes de celles mesurées après

96 h. Ainsi après 96 h seule la concentration de 0103% soutient une croissance

algale identique à celle de 1a population témoin. Les populations exposées à la

concentration de 0r051 dreffluent nécessitent une période de latence plus

longue pour rejoindre le ténoin. Ces populations pourront néanmoins récupérer

dans le milieu si les conditions saines se naintiennent pendant plus de

4 jours .

Après L92 h dre4rositLon

Les nênes valeurs de NOEC ont été obtenues. De plus, eucune

récupération n'est observée suite à I'exposition des populations à 0r1%

dteffluent. Il. semble que la viabilité de ces populations a|t êt.ê fortenent

perturbée car eucune reprise de croissance ntest observée.
































































































