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ETUDE DES EFFETS D’EFFLUENTS DE FABRICATION
DE DIOXYDE DE TITANE
SUR LE DEVELOPPEMENT LARVAIRE D’UN CRUSTACE DBECAPODE :
PALAEMON SERRATUS (PENNANT) O

par Patrick LASSUS et Pierre MAGGI

Introduction.

Le dioxyde de titane est un pigment blanc utilisé essentiellement pour opacifier les peintures,
les matiéres plastiques, les encres, les papiers, les textiles, les céramiques, les cosmétiques, les
pates dentifrices...

Les deux variétés d'oxyde utilisées (rutile et anatase) ont supplanté les pigments ancienne-
ment employés du fait de leurs propriétés remarquables: indice de réfraction éleveé, excellente
réflectance a toutes les Jongueurs d'onde du spectre visible, trés bonne stabilité chimique.

La production annuelle mondiale, qui a été de 2200000t en 1974, atteindra 2459 000t
en 1977. Le minerai utilisé, le titanate de fer (ilménite), existe en de nombreux pays: Inde,
Norvege, Amérique, Australie...

Deux procédés sont actuellement utilisés pour obtenir le dioxyde de titane et éliminer le
fer :

le procédé au chlore utilisé pour des minerais pauvres en fer (le rutile) qui consiste a
attaquer par le chlore et purifier, par distillation, le tétrachlorure de titane obtenu ;

le procédé a l'acide sulfurique qui consiste a attaquer par l'acide sulfurique concentré,
puis a diluer pour obtenir la précipitation de l'oxyde. La solution résiduelle est concentrée
jusqu'a ce que Ja majeure partie du sulfate ferreux cristallise. Aprés séparation de la phase
cristalline (copperas), !a solution-mére est composée essentiellement d'acide sulfurique dilué, de
sulfate ferreux et de divers autres sulfates. Vu l'importance des volumes en cause et l'encom-
brement qui résulterait de l'accumulation des boues fluides provenant d'une neutralisation, ces
effluents sont tres souvent évacués en mer.

(1) Etude réalisée avec Jle Centre national pour I'Exploitation des Océans (contrat n° 74/941).

Rev. Trav. Inst. Péches marit., 41 (4) . 325-374, 1977.
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Ces deux procédés se partagent a peu prés également la production américaine, cependant
qu'au niveau européen la production de pigment est essentiellement basée sur le procédé a

l'acide sulfurique (fig. 1); en 1977, la production () est estimée a:

1977 T Procédé . Procédé au chlore
a l'acide sulfurique

Europe 1062 000 t 99 000 t

Amérique 409 000 ¢ 575000 ¢t

Asie 218000 ¢t 12000 ¢t

Océanie (Australie) 54000 t —

Afrique (Rép. S.-Africaine) 30000 t —
1773000 t 686 000 t

Nous nous sommes attachés a étudier 'impact, sur le milieu marin, des rejets du procédé
a lacide sulfurique; les effluents sont en effet caractérisés par: une forte acidité due a la
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Fic. 1. - Capacité de production de dioxyde de titane, en milliers de tonnes par an, au 1°" juillet 1977 en
Europe ; en noir: procédé a ['acide sulfurique, en blanc: procédé au chlore.

présence de quantités importantes d'acide sulfurique, une teneur élevée en sulfate ferreux qui
sera oxydé dans le milieu marin, une faible teneur en sels métalliques divers.

(1) Chiffres empruntés & Information Chimie (1977).
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Notre étude vient compléter les résultats obtenus dans un travail antérieur (Lassus, 1974)
sur les toxicités directe et induite, a l'égard des organismes planctoniques, de trois rejets
industriels résultant de la fabrication du dioxyde de titane.

Il nous a paru intéressant d'approfondir les premiers résultats relatifs aux larves de déca-
podes en augmentant la durée d'exposition aux différentes concentrations en effluent, et en
recherchant la part relative de l'acidité et de la teneur en fer de ces effluents dans les effets
observés.

Tout d'abord nous rappellerons briévement quelques géneéralités sur les effluents testés,
les travaux effectués tant en France qu'a l'étranger, et enfin la méthodologie utilisée dans la
présente étude.

[. Généralités.

Plusieurs effluents industriels chargés en sels de fer ont recu la dénomination de « boues
rouges », mais il convient de différencier, d'une part, les boues rouges vraies, composées prin-
cipalement d'oxyde ferrique en milieu légérement sodique et résultant du traitement alcalin de
la bauxite en vue de la production d'aluminium et, d'autre part, les rejets acides contenant
une forte proportion de sulfate ferreux en solution dans l'acide sulfurique dilué, venant de
la fabrication d'oxyde de titane. Ce dernier type de rejet provoque, aprés dilution en mer,
un précipité colloidal composé essentiellement d’hydroxyde ferrique et dont la couleur varie du
jaune au rouge-orange.

Des effluents de ce type sont déversés en mer, aux FEtats-Unis, en Allemagne, en
Norvege, en Finlande, en Hollande, en Belgique, en Italie, en France, en Grande-Bretagne...

Nous étudierons, dans ce travail, trois effluents:
I'un déversé en mer Tyrrhénienne, au moyen de navires-citernes, par la Société Montedison ;

l'autre en estuaire de Seine, au moyen d'émissaire, par les Fabriques de Produits chimiques
de Thann et de Mulhouse au Havre ;

le dernier en mer du Nord, également au moyen d'émissaire, par la Tioxide S.A., & Calais.

La composition de ces effluents dépend des minerais utilisés, de l'acide sulfurique employé
et du mode de traitement des déchets. Nous avons déterminé, dans chacun des échantillons
d'effluents recus, les teneurs en acide sulfurique, en fer, en zinc, en cuivre, en cadmium et
en mercure (tabl. 1). La composition moyenne des effluents, telle qu'elle nous a été communiquée,
est donnée dans le tableau 2.

I°  Les transformations chimiques des effluents dans le milieu marin.

Lorsque ces effluents sont rejetés. ils sont a la fois dilués, hydrolysés et neutralisés.
Rappelons que l'eau de mer est légerement basique (pH = 8,0 a 8,2) ; les sels qui s’y trouvent
dissous Jui conférent un certain pouvoir tampon.

Dans le but d'étudier la relation qui existe entre la précipitation de l'hydroxyde ferrique
et la neutralisation de l'acidité par l'eau de mer, nous avons procédé a des dilutions d'une
solution faiblement acide (1 % de H, SO, 34 N) de sulfate ferreux (30 g/l de fer sous forme de
Fe 504 7H20>

Les valeurs du pH de ces dilutions aprés 24 h ont été notées, ainsi que l'apparition de fer
précipité (tabl. 3).

On constate que pour des valeurs de pH inférieures a 3, les solutions restent limpides.
En effet, 1'équilibre fer précipité/fer soluble dépend, d’'une part, de l'oxydation du fer ferreux
en fer ferrique et, d'autre part, des équilibres entre les ions Fet+, Fet++ OH- H+ et SO,

soit: Fet+ =—— Fet++ + e-

Fe+++ + 3 (OH-)

Fe (OH),

la réaction globale d'é¢quilibre s’écrivant :

2 Fer+ + 4 OH- + H,O + § O, == 2 Fe (OH),
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Fe Zn Cu Cd Hg Normalité
(mg/1) (mg/1) (mg/1) (mg/1) (mg/1) (N)
Meontedison 44 000 10 0.4 0.55 0.0004 3.00
Thann et Mulhouse 12 500 102.5 23 0.40 < 0,00005 0.71
Tioxide 4700 11 0,10 0.10 < 0,0004 2,08
1 |
TaeL. |. — Normalités et teneurs en différents métaux dosés dans les frois effluents utilisés lors de nos

expérimentations.

Montedison Tioxide Thann et Mulhouse
pH 02 0.4 06
H. SO. 110 g/1 567 g/l 33 g/l
Fe 48 g/l - 4.8 - g_;/] . ) 8 -g/l_
Ti - 2.6 g/l Nd | 055 g/l
TiO, solzc;es . Nd o 1,04 g/l Nd
Na 70 mg/l 2566  mg/l 4855 mg/]
K 25_—mg/| Nd Nd
Mg 3200 mg/I Nd " I\::I
Ca 265 mg/| Nd Nd
Al - 385 mg/l 1 401 mg/l Nd
Vv 275 mg/] 190 mg/l 19 mg/l
Cr 40 mg/] 57 mg /I 7.5 mg/l
Mn 585 mg/I 67 mg/| 300 mg/l
Co Nd ) 22 mg/l N Nd
Ni Nd 22 me/t | Nd
Cu : Nd 0.63 mg/l Nd
Zn Nd 195  mg/l Nd
-Cd . - 10 mg/I1 < 0,06 mgT’E' 0.2 mg/l
Hg Nd 0,033 mg/!1 Nd
Sn : - Nd 05 mg/l Nd
Pb 10 _r;g_/l <05 mg/l . 1.2 mg/l
Si 2200 mg/I 57 mg/1 Nd
N As Nd Nd 0,15 mg/] -

Tasr. 2. — Composition des trois effluents d'aprés les données communiquées (Nd — non déterminé).
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Ces équilibres ont été trés étudiés, notamment par DuursMA et SEVENHUYSEN (1966) en
ce qui concerne la solubilité du fer dans l'eau de mer. Il apparait, d'aprés la courbe théorique
d'apparition du Fe (OH); calculée & partir d'un produit de solubilité -: 10-% que le pH-limite
pour l'é¢tat particulaire est égal a 4,52.

Outre leurs concentrations élevées en fer et en acide sulfurique, ces effluents se caracté-
risent par la présence de quelques ppm de métaux lourds. La dilution qui s'opére lors du
rejet rameéne rapidement ceux-ci au niveau des valeurs usuelles dans le milieu marin.

Dilutions Teneurs en fer Valeurs du pH
en eau de mer {g/1) aprés 24 heures
1/5 6,00 1,40
0 300 | 165
120 15 L 1w

a0 1T 060 T 240
 ia00 | o030 | 300
s 0.24 325 )
s | 020 | 350
T yws | o 3.85

/200 05 4,52 B
1250 - o2 | 545

/50 006 6,20 )
T /1000 0.03 6.65

|

TasL. 3. — Valeurs du pH pour différentes dilutions d'une solution
contenant 30 g/l de fer ef 1% de H,SO.34 N.

2°  Effets biologiques des effluents dans le milieu marin.

Les effets de ces effluents sur les organismes marins ont été étudiés dans divers pays.

Finlande.

Une usine déverse journellement, depuis 1961, dans le golfe de Bothnie, 11 000 m3 d’effluent
contenant notamment 480t de sulfate ferreux et 230t d'acide sulfurique; ce rejet est effectué
par trois émissaires dans une zone déja soumise a d'autres déversements industriels.

LEHTONEN et TuunNaINEN (1974) rapportent, pour des études en laboratoire, une toxicité
aigué lice aux pH bas sur diverses espéces de poissons. In situ, ces auteurs signalent une
relation trés nette entre le nombre et la biomasse du mollusque Macoma balthica et la distance
a l'exutoire. Les poissons fuient la zone de déversement et les zones de péches sont déplacées
de 10 & 15 km au nord et au sud du rejet; le volume des prises semble diminuer lorsque la
concentration en fer est supérieure a 1 mg/l. Enfin, il aurait été noté une corrosion accrue des
engins de péche.

Ces études ont été poursuivies par des chercheurs finlandais; leurs travaux sont résumés
par LEHTONEN (1975) et aboutissent aux résultats suivants:

la production primaire parait légérement diminuée a lintérieur de la zone de décharge,
alors que le zooplancton ne serait que peu aflecté;

le benthos est de plus en plus clairsemé lorsqu'on approche de la zone de déversement ;

des ceufs de FEsox lucius. incubés & la sortie de l'émissaire, brunissent et ne produisent
des larves qu'a partir d'une distance égale a2 1 km de I'exutoire;
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des poissons adultes, placés a différents points de la nappe de déversement, meurent jusqu'a
une distance située a 5 km du lieu de rejet.

Belgique.
De 1970 a 1973, les quantités d'effluents rejetées, avec une cadence de 1500t tous les
deux ou trois jours au moyen de navires-citernes, sont passées de 62800 a 138 000 t.
Des études a long terme, effectuées par DE Crerck et Van DE VELDE (1974), ont été
entreprises au large de Zeebrugge alin de déterminer linfluence de ce déversement sur le
stock ichthyologique local.

Allemagne.

Depuis 1969, la Titan Gesellschalt déverse en mer du Nord, au large d'Héligoland.
1800t d'effluent par jour. Ainsi, 91000t d'acide sulfurique et 65000t de sulfate ferreux
sont rejetées annuellement (RacHOR et DETHLEFSEN, 1974).

DETHLEFSEN (1973) a comparé la composition spécifique des peuplements benthiques et
ichthyologiques de la zone de déversement en 1971 avec des résultats remontant aux années
1959-1962 ; aucune variation importante n'a pu ainsi étre mise en évidence.

KinnE et RosenTHAL (1967) cnt étudié linfluence de cet effluent sur les ceufs et larves
de hareng (Clupea harengus) ; les embryons piésentent une augmentation de la fréquence des
battements cardiaques, ainsi que des anomalies dans leur développement. Le comportement nutritif
et la motilit¢ sont également touchés. Des effets comparables ont été notés a l'égard de
Gobius pictus et Solea solea (KINNE et SCHUMANN, 1968).

Kavser (1969, 1970) montre en laboratoire un effet nocif de l'effluent sur le phytoplancton
(Prorocentrum micans, Ceratium [Jurca et Phaeocystis pouchetii) jusqu'a la dilution 1/5000.
Les cellules survivant a cette dilution ont une reproduction limitée.

In situ, on n'a constaté que peu d’altération dans les populations benthiques pendant deux ans,
en dépit des augmentations en fer de la couche superficielle des sédiments (Stripp et GERLACH,
1969 ; WEICHART, 1972; RacHor, 1972). Il n'y a pas eu d'incorporation notable du fer dans
les sédiments, et des études ultérieures (WEICHART, 1975) ont montré qu'il n'y avait pas
d’accroissement continu de la quantité de fer dans la zone étudiée.

L'influence des particules d’hydroxyde ferrique, sur le comportement de Mytilus edulis,
a été étudiée par WINTER (1972). La filtration des floculats d'hydrate de fer provoque une
augmentation de la production des pseudofécés et, corrélativement, une perte de poids des
individus due a une élévation de la sécrétion de mucus. En dehors de ces effets mécaniques,
aucun effet toxique aigu du fer n'a été mis en évidence. L’'hypersécrétion de mucus a été
également notée chez des polychetes tubicoles (RacHor, 1972).

Enfin Axgesson (1970), étudiant l'influence de [lacidité, sur le polychéte Ophryotrocha
labronica, trouve que les effets Jétaux, constatés aux pH inférieurs & 5, disparaissent au-dela

de pH 6,5.

Grande-Bretagne.

Depuis 25 ans, deux usines produisent du dioxyde de titane et rejettent, par émissaires,
leurs résidus dans l'estuaire du Humber. Le dékit du rejet est de l'ordre de 22 700 m3 d'effluent
par jour.

Des études a court et long termes ont été entreprises (WiLsoN et WHITE, 1974) ; on
peut les résumer ainsi.

A partic de prélévements effectués pendant 15 années dans l'estuaire, il apparait que s'il
y a des fluctuations dans la composition spécifique du benthos, la biomasse varie peu. Néanmoins,
il existe une zone abiotique a la sortie de l'émissaire et I'abondance des espéces ne croit que
graduellement au-dela.

Des tests de toxicité aigué ont été réalisés sur les genres Pleuronectes, Pomatoschistus.
Macoma et Nephthys. La concentration létale moyenne serait comprise entre les dilutions 1/500
et 1/125; la croissance de Artemia et Ophryotrocha est affectée par une dilution au 1/500
de l'effluent.
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Une comparaison entre toxicité de l'effluent et toxicité de solutions d'acides sulfurique
et chlorhydrique fait apparaitre le réle primordial du pH dans la nocivité a court terme,

Etats-Unis.

En ce qui concerne l'effluent américain, une synthése de travaux, portant sur 22 ans pour
un déversement total de 50 millions de tonnes en baie de New York, par barges, aboutit aux
résultats suivants :

influence mineure de l'effluent sur la production primaire de la baie;

pas d'effets nocifs de concentrations quatre fois supérieures a celles trouvées dans la
nature, sur des espéces phytoplanctoniques cultivées en laboratoire ;

géne au niveau de la reproduction et retard dans le développement d'un copépode, Pseudo-
tiaptomus coronatus ;

adsorption de particules de fer sur l'exosquelette des nauplii et des adultes de cette espéce.
Mais des essais ultérieurs, utilisant des dilutions filtrées du rejet, montrent une persistance des
troubles qui ne peuvent étre entiérement imputés au fer (Vaccaro et Grice, 1972).

Dans des essais en laboratoire, GRICE et coll. (1973) ont procédé a des tests de toxicité
a court terme en simulant les valeurs de pH rencontrées dans le sillage du navire-citerne.
En dépit d'un comportement perturbé au moment de l'exposition au rejet déversé, les copépodes
testés (Calanus finmarchicus, Temora longicornis et Pseudocalanus sp.) ne présentent plus aucun
trouble aussitét aprés l'augmentation de la dilution initiale.

Dans une expérimentation de plus longue durée (48 h) utilisant des concentrations constantes
d'effluent, seules celles de pH bas (de 2,8 a 6,8) provoquent une certaine mortalité ; les auteurs
précisent toutefois que ces dilutions n’existent que pendant un temps trés court dans le milieu
naturel. L'utilisation, d'une part, de solutions acides de référence et, d'autre part, d'effluent
préalablement neutralisé avec de la soude, a montré que seule l'acidité intervenait dans Ia
mortalité observée.

D'apres WIEBE et coll. (1973}, les rejets en baie de New York ne semblent pas avoir
un effet décelable sur la diversité spécifique ou la biomasse zooplanctonique.

Un rappel des travaux exécutés depuis 26 ans dans cette zone déja soumise & de nombreux
rejets industriels, permet a KercHum (1974) de réfuter les critiques opposées par les repré-
sentants de la péche locale. En effet, depuis 1948, il n’a pas été constaté d'effets nuisibles
mesurables sur l'écosystéme marin: on ne trouve pas de pH bas du fait de la dilution rapide
du résidu aprés évacuation par barges, le [loculat d'hydroxyde ferrique est dispersé assez
rapidement pour éviter une précipitation sur ide fond (le benthos ne souffre donc d'aucun
dommage) et enfin les effets a long terme sont écartés en raison du renouvellement rapide
des masses d'eau dans la baije.

ltalie.

L'effluent de l'usine Montedison a fait l'objet d'observations hydrologiques, biologiques
et chimiques, lors des rejets par navires-citernes.

Au cours de missions conjointes, entreprises par le Laboratoire central d'Hydrobiologie de
Rome et 'lnstitut scientifique et technique des Péches maritimes, il est apparu que des rejets
entre Ja surface et — 15 m assuraient une dispersion amenant la dilution au voisinage de
1/50 000 (rapports internes de I'LS.T.P.M., 1972). Rappelons que ces déversements se [aisaient
alors en surface avec brassage par les hélices du navire-citerne. Les modalités de rejet ont été
modifiées par la suite afin d'obtenir un déversement en profondeur plus discret mais ne
permettant pas cependant une aussi bonne dilution de I'effluent.

Des observations effectuées dans les zones de décharge, en 1973 (ArcHiMBAUD, 1974),
confirment la neutralisation rapide de l'acidité aprés dilution dans le milieu marin ; parallélement,
le sulfate ferreux se transforme en hydroxyde ferrique et donne une coloration rougeatre en
milieu marin.

Les floculats ferriques, qui n'ont rien de comparable avec des boues insolubles, ont
tendance a sédimenter et a s'adsorber sur les coquilles et téguments d'organismes sessiles.

Par ailleurs, en laboratoire, des expériences & court et long termes, exécutées par le
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C.ERB.O.M. (rapport n° 202, 1972-1973) réveélent une toxicité de Ieffluent sur différents
organismes du phytoplancton (Diogenes sp. et Asterionella japonica) et du zooplancton
(Artemia salina), ainsi que sur des crustacés, des mollusques, des poissons et des invertébrés
benthiques. Les auteurs trouvent une toxicité évidente pour des dilutions inférieures au 1/2 000
(phyto- et zooplancton) et 1/16 000 (poissons) aprés 9 jours d’expérimentation.

France.

Les effluents de Thann et Mulhouse ont fait l'objet d'une étude par le C.E.R.B.O.M.
(rapport n® 221, 1974); les seuils toxiques sont de l'ordre (en dilution) de 1/640 pour Artemia
salina, 1/400 pour Nereis diversicolor et 1/640 pour Asterionella japonica.

Ces rejets et ceux de Tioxide ont été étudiés également a I'l.S'T.P M.

Il ressort d'une étude sur les larves de Palaemon serratus (16 jours de développement)
et de Portunus puber (24 jours de développement) que I'hydroxyde ferrique pourrait géner
physiquement les organismes testés (Lassus, 1974), tandis que l'acidité des effluents est le
facteur primordial de la toxicité aigué a l'égard des organismes (Lassus et Maccr, 1974),
tant que le pH demeure inférieur a 6,0.

En fait, l'acidité est trés rapidement neutralisée gréce au pouvoir-tampon de l'eau de mer.
On calcule qu'un litre d'acide sulfurique concentré (d = 1,83) est neutralisé par 15 m3 d'eau
de mer (Livre blanc concernant les rejets).

Il ressort, de l'ensemble des travaux que nous venons d'examiner, que ces résidus acides
peuvent présenter une certaine toxicité directe lorsqu'ils sont insuffisamment dilués. Lors d'expé-
rimentations en laboratoire, les stades larvaires apparaissent trés sensibles, ainsi que les orga-
nismes du plancton.

In situ, on constate que les rejets sont rapidement neutralisés du fait de la dilution, et
on n'a pas mis en évidence d'effets biologiques appréciables. Nous avons essayé de déterminer
si les effets observés sur les larves de crustacés étaient imputables au fer seu) ou bien s'il y
avait synergie de l'acidité et de la charge en fer.

II. Méthodologie.

i¢ Choix des animaux d’expérience.

1. Préambule.

Au cours de précédents travaux, il est apparu que le branchiopode Arfemia salina ne
pouvait étre représentatif a lui seul de l'ensemble du plancton marin. En effet, c’est un animal
eurytherme (4 a 37°C) et euryhalin (15 a 80%) (Durrieu, 1960), qui, de plus, s'adapte
parfaitement a un enrichissement du milieu en matiére organique.

Vis-a-vis de l'acidité, A. salina résiste trés bien dés que le pH est supérieur a 5,5
(Magar et Lassus, 1974). Tout ceci nous a conduit & envisager d'autres crustacés comme matériel
d’étude.

Nos premiers essais ont porté sur des larves de brachyoures: Maia squinado, Carcinus
maenas et Macropipus puber; les difficultés expérimentales nous ont conduit a rejeter l'utili-
sation de ces trois espeéces.

Nous avons finalement arrété notre choix sur des larves d'un macroure: la crevette rose,
Palaemon serratus, dont [I'élevage en laboratoire est trés pratiqué (Sorraup, 1923; REEVE,
1969 a et b; Ficueirepo, 1973 ; Deroux, CampiLLO et Bravpsury, 1975; CaMmpiLLo, 1975 a et b;
CampiLLo et Luquet, 1975); il est relativement aisé¢ d'obtenir des femelles grainées et de les
faire pondre en laboratoire.

2. Ecologie de P. serratus.

Les larves se trouvent toute l'année dans le plancton en Manche (Gurney, 1923 ; LEBOUR,
1947) et en Maéditerranée pendant une trés longue période de l'année (BourpiLLoN-Casanova,
1960).
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Leur développement a été étudié par Sorraup (1923) et REEVE (1969 a et b). Le nombre
de stades avant la métamorphose va de 5 a4 9 selon les conditions climatiques et Jes modalités
d'élevage (fig. 2).

3. Influence de différents facteurs sur le développement.

a) La température: la durée du développement des larves est étroitement lice a la
température : optimum 20° C, limite supérieure 25° C (REEVE, 1969 a).

Les larves testées dans ce travail ont été obtenues a partir de femelles grainées péchées
au large de Roscoff ou du Croisic. Les femelles ont été rapportées en eau de mer oxygénée
au laboratoire de Nantes en moins de 6 heures et placées en aquariums dans une salle régulée
a 16° C. Elles ont été wultérieurement placées a 20° C, dans de petits volumes (2 a4 41) d'eau
de mer [filtrée, pour accélérer la maturation des ceufs.

Les larves ont été maintenues pendant la durée du développement a 18°C, sauf pour
l'expérience 4 qui a été conduite a 21" C.

b) Salinité : la salinité de l'eau de mer utilisée pour les élevages a été de 30 a 31 %o
environ. On peut considérer qu'elle restait constante du fait des changements de milieux trés
fréquents.

2°  Conditions d’élevage.

1. Matériel et méthodes.

a) Matériel: nous avons utilisé des cristallisoirs pyrex de 15 ml contenant 10 ml de
milieu, aux différentes dilutions, et recevant une larve chacun. Il est en effet nécessaire de
séparer les larves de P. serratus, méme aux premiers stades, en raison du cannibalisme intra-
spécilique.

En général, les expériences ont porté sur des lots de 30 individus par milieux différents,
Chaque lot était disposé sur des portoirs munis d'alvéoles permettant un transport aisé des
cristallisoirs.

b} Changement de milieux: dans les élevages en eau stagnante, ce qui est le cas lorsqu'il
s'agit d'études sur des polluants, les risques de contamination bactérienne sont d’autant plus
grands que le milieu est chargé en matiéres organiques (nourriture, cadavres en décomposition,
boulettes fécales...). Aussi, les milieux ont-ils été changés toutes les 48 h, les animaux morts et
les exuvies étant prélevés et dénombrés tous les jours.

L'eau de mer utilisée était filtrée sur membrane cellulosique 0,45 u.

¢) Nutrition : les larves de P. serratus ne peuvent étre maintenues en conditions normales
d'alimentation qu'avec une concentration-limite de 10 naupli d'Artemia salina juste éclos/ml.
De cette facon, la fréquence des mues était comparable et le plus souvent meilleure que celle
observée par REEVE.

Néanmoins, aprés le 5° stade, il semble que les nauplii d'artémies ne suffisent plus;
certains auteurs ajoutent des ceufs de Pénéidées. De toutes les fagons, il semble qu'un léger
apport organique rende la métamorphose plus précoce (Wickins, 1970 ; Ficueirepo, 1973). Clest
pourquoi nous avons ajouté 0,01 a 0,02 ml de cultures phytoplanctoniques (mélange de Phaeo-
dactylum tricornutum et Dunaliella tertiolecta), a ce stade du développement, dans chaque
cristallisoir contenant 10 ml de milieu et une Jarve.

2. Processus expérimentaux.

Nous avons effectué sept expérimentations de durées variant entre 32 et 60 jours.

Les milieux et la nourriture ont été renocuvelés toutes les 48 heures pour chaque larve.

Les trois premiéres expérimentations ont porté sur l'effluent Montedison, la quatriéme sur
les effluents Montedison et Thann et Mulhouse, et enfin les trois derniéres sur 'effluent Tioxide.

Dans les deux premiéres expériences, les changements bi-journaliers de milieux ont été
effectués a partir de dilutions préparées au début de l'expérimentation pour toute la durée des
essais.
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STADE 1

STADE 2

sTaDE 3

STADE 4

sTaDe 5

STADES 687

POST-LARVE

Fic. 2. — Evolution des régions thoracique et caudale au cours du
développement larvaire de Palaemon serratus (d’aprés CaMPILLO,
1975 6).
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Nous avons utilisé pour la derniére expérience des dilutions de l'effluent Tioxide préparées
quelques jours auparavant et présentant alors une satibilité du pH. Notre but était de supprimer
l'effet propre a l'acidité des dilutions.

Les autres expériences ont porté sur des dilutions fraichement préparées, tous les deux jours,
immédiatement avant les changements de milieux; nous avons voulu nous situer ainsi dans
des conditions de rejets cycliques.

Des mesures de pH des différentes dilutions ont été effectuées journellement afin de
suivre l'évolution de l'acidité des milieux.

La métamorphose des larves commence généralement & partir du 20° jour, c'est-a-dire
aprés 8 & 9 mues successives. Nous avons exprimé, pour chaque expérience, les pourcentages
de mues, de mortalités et les nombres cumulés de métamorphoses. En outre, nous avons estimé,
pour chaque dilution, le nombre moyen de mues précédant la métamorphose.

Les pourcentages de mues et de mortalités ont été exploités et représentés en utilisant une
table tracante couplée avec une calculatrice HEwLETT-PACKARD, modéle 9830 A (1),

Antérieurement aux tests sur le développement larvaire, nous avons réalisé des essais de
toxicité directe, sur des larves de P. serratus au stade 1, dans le but de préciser les concen-
trations létales limites.

III. Résultats et discussions.

1°  Milieux neutralisés. Rejets de type ponctuel. Influence de Peffluent Montedison sur le
développement larvaire.

1. Premiére expérience: effluent Montedison.

Dans cette expérimentation, nous avons voulu reproduire un rejet sporadique du type de
celui de la Société Montedison : l'effluent est rapidement dilué et le pH s’approche de celui
de l'eau de mer. Ces conditions devraient permettre la mise en évidence de l'action de fortes
concentrations en fer sur le développement des larves de P. serratus.

a) Protocole expérimental.

Nous avons testé les dilutions 1/3000, 1/5000 et 1/10000 de leffluent Montedison,
qui contient 44 g/1 de fer et 8,8 9% d'acide sulfurique; la référence acide: 2 % d'acide sulfu-
rique 34 N : la référence fer: 2 % d'acide sulfurique et 44 g/l de fer.

Dix litres de chacune des dilutions ont été préparés de maniére a renouveler le milieu
tous les deux jours dans les cristallisoirs contenant les crevettes. Le pH a été mesuré jusqu’a
stabilisation (tabl. 4).

L'expérience a duré 32 jours.

b) Résultats.

Mues et mortalités.

Les pourcentages de mues ont été représentés sous la forme d'histogrammes et les pour-
centages de mortalité correspondants sous la forme de graphiques (fig. 3).

Atin de faciliter l'interprétation des histogrammes des pourcentages de mues, nous avons
détaille, dans la figure 4, Ja succession des stades larvaires en prenant comme exemple le
témoin correspondant a la durée d'expérimentation la plus longue (60 jours).

La régularité des mues jusquau quatriéme stade du développement est liée essentiellement
& un déterminisme génétique, alors que par la suite les facteurs nutritionnels et ambiants prennent
une importance accrue (FIGUEIREDO, 1973).

(i) Nous sommes reconnaissants a MM. Capiou et DgLaportE (Centre de Calcul de I'LST.P.M.) pour leur
collaboration.
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Chaque histogramme des dilutions de l'effluent de la référence en fer et de la référence
acide est comparé a Il'histogramme-témoin.

On observe, pour les dilutions de l'effluent Montedison, un léger décalage des maximums
de mues a partic du stade 4: la mortalité a été trés comparable dans tous les cas, excepté
pour la dilution 1/5000 ot elle a été plus importante sans cependant dépasser 30 % pendant
la majeure partie du développement.

Evolution du pH en cing jours

TO T T2 T3 T4 LS
Témoins 8,05 8,10 8,10 8.10 8.10 8.10
/10000 7,10 7.80 7,95 8,00 8,05 8.00

Montedison 1/ 5000 6,90 7,60 785 795 8,00 800
1/ 3000 | 650 700 765 775 780 780
1/10 000 | 7,70 7.90 8,00 8,00 8,10 8,10
Fer 44 g/l 1/ 5000 | 7.55 7.75 7.95 8,00 8,10 5,10
1/ 3000 @ 735 7,65 7,90 8,00 805 805
/10000 7,90 8,05 8.05 8,05 8.10 8.10
H,S0, 2 % 1/ 5000 | 7.80 8.00 8.05 8,05 8,10 810
1/ 3000 7.60 7,80 8.05 8,05 810 8.05

TasL, 4. Evolution du pH en cing jours pour des dilutions de lUeffiuent Montedison, d'une solution de f[er

cf d'une solution d'acide sulfurigue.

Les dilutions de la solution de référence fer ne montrent aucun décalage dans les maximums
de mues par rapport au témoin; la mortalité reste faible et ne dépasse jamais 20 %.
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Fic. 4. — Les sfades de développement de Palaemon serratus.

Enfin, pour les dilutions de la solution acide de référence, on ne note aucun décalage des
maximums de mues par rapport au témoin; les pourcentages de mortalités restent inférieurs
a4 20 %, exception faite pour la dilution 1/10000 o une mortalité importante, probablement
accidentelle, apparait a partir du 20" jour et avoisine 50 % en fin d'expérience.
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Nombres cumulés de métamorphoses.

L'ensemble de nos expériences montre l'apparition des premiéres métamorphoses a partir
du 20° jour. La représentation graphique des nombres cumulés de métamorphoses (fig. 5) met
en évidence le phénoméne,

Le nombre de post-larves augmente de facon trés comparable entre le 20" et le 32 jour
du développement, excepté pour les dilutions 1/5000 de l'effluent et 1/10000 de H, SO, ou
il est relativement faible; ce dernier point est probablement en rapport avec les mortalités plus
importantes constatées avec ces deux dilutions.
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Fic. 5. — Expérience |: nombres cumulés de métamorphoses en

post-larves.
Nombres moyens de mues avant la métamorphose.

Il nous a paru utile de calculer le nombre moyen de mues avant la métamorphose afin
d’avoir une idée de I'état physiologique de la population, car une fréquence accrue des mues,
avant métamorphose, résulte généralement d'un déséquilibre des différents facteurs ambiants

{tabl. 5).
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La comparaison des moyennes relatives aux différentes dilutions et la dispersion du nombre
des mues observées dans chacune d'elles ne permettent pas de déceler des différences notables
dans l'état physiologique des lots de larves par rapport au témoin,

Nomb
Moyennes | Ecarts-types de :;:SJFQQS

Témoins 7.4 1,25 22
1,/10 000 6.9 0.97 23
Montedison 1/ 5000 7.5 0,96 19
1/ 3000 6,9 095 24
/10000 6,9 0.63 23
Fer 44 g/I 1/ 5000 7.7 073 20
1/ 3000 7.3 0.98 23
1/10 000 7,6 1,11 15

_ e ——— | — - .. - —_—
H, SO, 2 % 1/ 5000 74 0.95 22
1/ 3000 7.8 0,98 21

TasL. 5. — Moyennes du nombre de mues, avant la métamorphose, relatives a

chaque dilution testée.
¢} Discussion.

Ces résultats ne montrent pas de différence significative entre le témoin et I'effluent
Montedison aux trois dilutions testées en ce qui concerne la mortalité et la fréquence des mues;
il en est de méme pour les solutions de référence en fer et en acide.

I} faut cependant remarquer que, dés ta quatriéme mue, les maximums de mues dans les
dilutions de leffluent Montedison sont en retard d'un jour par rapport a ceux du témoin.

En ce qui concerne le nombre de mues antérieures a l'apparition des postdarves, il n'y a
aucune variation significative entre les différents lots de crevettes.

En revanche, les nombres cumulés de métamorphoses font apparaitre une maturation plus
rapide des individus soumis aux dilutions de l'effluent et de la solution de sulfate ferreux.

En conclusion, il est difficile, d'aprés ces résultats, d’apprécier la part relative du fer ou
de l'acidité dans une éventuelle toxicité puisque, pour les valeurs maximales de 14,6 mg/l de
fer et 0,0029 % d’acide sulfurique (Montedison 1/2000), on ne note aucun effet nocif.

De tels résultats ne permettant pas de définir un mode d'action, nous avons repris 1'expé-
rimentation en utilisant des concentrations un peu plus élevées.

2. Deuxiéme expérience: effluent Montedison.

a) Protocole expérimental.

Nous avons testé les dilutions 1/2000, 1/3000 et 1/5000 de Il'effluent Montedison :
44 g/l de fer et 88 % d'acide sulfurique; la référence acide: 2 % d'acide sulfurique 34 N
la référence fer: 2 % d'acide sulfurique et 44 g/l de fer.

L'expérimentation a duré 34 jours a la température de 18° C. Le pH, mesuré quotidiennement,
évolue rapidement vers celui de l'eau de mer (tabl. 6).

b} Résultats.

Mues et mortalités.
Les pourcentages de mues et de mortalités sont représentés dans la figure 6.
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solutions de fer et d'acide sulfurique.
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Les dilutions de I'effluent Montedison montrent des amplitudes maximales des pourcentages
de mues comparables a celles des témoins. Jusqu'au sixiéme stade larvaire, on ne note pas
de décalage entre les maximums de mues; par contre, & partir du septiéme, un léger retard
apparait entre ces maximums par rapport aux témoins. Ceci a déja été noté dans l'expérience
précédente.

On retrouve, pour les dilutions de la solution de fer, le méme décalage des maximums
de mues, par rapport aux témoins, a partir du septiéme stade larvaire. De plus, pour chacune
des périodes de mues (2 4 3 jours), le nombre d'individus muant en retard s'accroit parallé-
lement a l'augmentation de la teneur en fer. Progressivement, ce processus se traduit par des
pics de plus en plus importants mais cependant décalés, dans le temps, de deux & trois jours
par rapport aux témoins.

Evolution du pH en cing jours
TO Tl T2 T3 | T T5
|
Témoin 8,00 8.05 8,00 8,00 810 | 810
1/5000 6,65 7.30 7,80 7,90 8,00 ‘ 8,00
Montedison 1/3000 | 6,30 6.90 7,60 7.70 7,80 7,80
1/2 000 6.10 6.70 730 | 7.50 760 | 7.60
1/5 000 7,35 7,65 7,95 | 8,00 8,05 8,10
Fer 44 g/I 1,/3 000 7.20 7.35 785 | 790 | 800 8,05
1/2 000 7,05 725 7,80 7,90 795 | 800
1,5 000 7,55 7,85 8,00 8,00 8,10 8,10
H. SO, 2 % 1/3 000 7.30 7.80 800 | 800 8,10 8.10
1/2 000 7,15 7,75 8,00 8,00 8,10 8.10
TasL. 6. — Evolution du pH en cing jours pour des dilutions de ['effluent Montedison, d'une solufion de fer

et d'une solution dacide sulfurique.

Pour les dilutions de la solution acide de référence, on ne note pas de décalage des maximums
de mues; notons que la forte amplitude des pics, a la dilution 1/5000, est liée & une mortalité
trés élevée (plus de 60 % dés le 23° jour).

En ce qui concerne Ja mortalité, pratiquement nulle en début d'expérimentation, elle devient
importante & partir du 19° jour et ceci pendant trois & quatre jours essentiellement; elle dépasse
50 % en fin d'expérience, pour plusieurs dilutions. Cette importante mortalité, étalée sur une
courte période, se retrouve d'ailleurs pour tous les lots d'animaux de cette expérience. Elle
est imputable 4 un déficit alimentaire accidentel dii & une mortalité subite des nauplii d'artémies
ajoutés lors du changement de milieu, le 19° jour. Ces conditions sont revenues a un état
normal dés le 21° jour. mais les larves de P. serratus ont plus ou moins bien résisté indivi-
duellement & ce traumatisme. De ce fait, la mortalité s'est accrue dans les jours suivants et
s'est répercutée dans l'importance des amplitudes maximales des pourcentages de mue dans
la suite de l'expérience.

Nombres cumulés de métamorphoses.

Quelles que soient les dilutions, l'évolution du nombre de métamorphoses est comparable
a celle des témoins, mais lorsque la dilution diminue, les nombres de métamorphoses semblent
légérement supérieurs & ceux des témoins. Ce résultat est difficilement explicable (fig. 7).
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Nombres moyens de mues avant la métamorphose.

On ne remarque pas de différence significative dans le nombre de mues avant méta-
morphose des divers lots d'individus (tabl. 7).
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post-larves.
c) Discussion.

Il ressort de I'ensemble de ces résultats que, hormis un décalage de un a deux jours observé
dans l'apparition des maximums de mues pour l'effluent Montedison et la référence fer, il n'y a
pas d’incidence nette des milieux sur le développement larvaire de P. serratus. Méme la dilution
1/2000 de l'effluent ot le pH initial, égal a 6,1, évolue rapidement jusqu’a un pH trés proche
de celui de l'eau de mer.

Pour ce qui est de la part relative du fer ou de lacidité dans ['action de ce type de
polluant, on constate qu'une solution ferreuse faiblement acide (22 mg/l de fer et 0,0 044 %
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d’acide sulfurique 34 N) est sans effet pendant la premiére moitié de I'expérimentation; par
la suite, les mortalités importantes, dues a un déficit alimentaire, ne permettent pas une inter-
prétation valable.

) Nombre
Moyennes | Ecarts-types de mesures

Témoin 8.1 1,01 17

" 1,5 000 78 0,71 16
Montedison 1/3 000 7.8 1,02 16
1/2 000 8,0 1,02 21

1/5 000 8,0 0,73 14

Fer 44 g/1 1/3 000 8.1 ‘ 1,03 22
1/2 000 7.8 . 1,03 22

/5000 8,0 1,16 12

H,SO. 2 % 173000 80 0.99 l TS
1/2 000 ‘ 7.7 . 1,24 19

TasL. 7. — Mogyennes du nombre de mues, avant la métamorphose, relatives a

chaque dilution testée.

Rappelons que dans les deux expériences envisagées nous étions dans le cas d'un rejet
unique subissant une neutralisation rapide en eau de mer. Dans les expériences suivantes, nous
avons cherché a reproduire un déversement cyclique. Nous avons donc réitéré I'expérience
précédente en utilisant les mémes milieux et les mémes dilutions, mais en préparant les dilutions,
a chaque changement de milieux, toutes les 48 heures.

2°  Milieux renouvelés. Rejets de type chronique.

1. Troisiéeme expérience: effluent Montedison.
a) Protocole expérimental.

Les conditions expérimentales restent les mémes que celles de l'expérience précédente; nous
avons testé¢ les dilutions 1/2000, 1/3000 et 1/5000 de: l'effluent Montedison: 44 g/l de fer
et 8,8 % d'acide sulfurique; la référence acide: 2 % d'acide sulfurique 34 N ; la référence fer:
2 % d'acide sulfurique et 44 g/l de fer.

Comme dans les deux expériences précédentes, les milieux dans lesquels se trouvent les
larves de P. serratus sont changés tous les deux jours. Toutefois, ce renouvellement est effectué
avec des dilutions préparées tous les deux jours, lors des changements de milieu. Ainsi, les
larves de P. serratus ont été soumises a des variations plus ou moins brusques de pH, suivant
les dilutions considérées.

La durée d'expérience a étée de 39 jours a la température de 18¢ C. Nous avons suivi,
journellement, l'évolution du pH pendant toute la durée de l'expérimentation (ftig. 8).

k) Résultats.

Mues et mortalités.

Les pourcentages de mues ont été représentés sous forme d’histogrammes et les pourcentages
de mortalités correspondants sous la forme de graphiques, dans la figure 9.
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Pour les dilutions de l'effluent Montedison, les maximums de mues ne sont pas decalés
par rapport a ceux des témoins dans les dilutions 1/5000 et 1/3000; on constate méme une
meilleure individualisation des périodes de mues.

En revanche, dans la dilution 1/2000, les maximums de mues sont bien individualisés
du fait de la mortalité trés élevée: 50 % des le 14" jour, 80 % au 23" jour, 90 % au 34" jour.

Ceci implique donc une exagération de l'amplitude des pics de mues par rapport a ceux
de la population~-témoin.

T T T T 71— T T T T

MONTEDISON /2000 MONTEDISON /3000 MONTEDISON 1/5000

T T 7T 7 L S e N T T T

ACIDE 1/2000 ACIDE 1/3000 ACIDE 1/5000

————— ———

T T T Tt T T

9] 2 a & 8 0 "E 4 6 8 o] 2 a4 6 8 Jours
FER 1/2000 FER 1/3000 FER 1/5000
Fic. 8. — Expérience 3: variations du pH pour les différentes

dilutions de ['effluent Montedison ef de ses solutions de
référence en fer ef acide sulfurique.

Les dilutions de la solution de référence fer montrent des maximums de mues bien indi-
vidualisés, sans aucun décalage et trés comparables a ceux enregistrés chez les témoins.

Il est tres difficile d’analyser la fréquence des mues, pour les dilutions de la solution d'acide,
car les maximums sont peu marqués.

En ce qui concerne les mortalités, exception faite pour la dilution Montedison 1/2 000,
elles restent faibles et comparables a celles des témoins.

Nombres cumulés de métamorphoses.
II' y a peu de différence entre le témoin et les dilutions de la solution acide (fig. 10).
En ce qui concerne Il'effluent Montedison, on remarque une absence totale d’individus
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métamorphosés aprés 39 jours d'expérience dans la dilution 1/2 000, tandis que les courbes
relatives aux deux autres dilutions se rapprochent de la courbe-témoin.

Enfin, dans les trois dilutions de la référence fer, le nombre des métamorphoses est
nettement inférieur a celui observé chez les témoins.

Nombres moyens de mues avant la métamorphose.

On ne note aucune différence significative dans le nombre moyen de mues entre les
différents lots d'animaux (tabl. 8).

304 '
MONTEDISON
20 1/3000
; Témoin
| 1/5000
10
.
- 1/2000
ol e /
20 40
30,
FER 44 g/l
20._ T
- _/—_/
,-- 1/2000
10 /-2 173000
o -~ . V/5000
" | =
o
<
Q ol . :
o 20 40
S
©
g
® 4
o
. 20 ,-_ 1/2000
o ’ T
= ~> 1/5000
g 1 “" 1/3000
€
° 104
z
0
20 40
Fic. 10. — Expérience 3: nombres cumulés de métamorphoses

en post-larves.
c) Discussion.

La mortalité observée avec la dilution 1/2000 de l'effluent Montedison semble due a
l'acidité seule, car il n'y a pas de mortalité dans la solution correspondante contenant autant

de fer, mais peu d'acide (fer 1/2000) (tabl. 9 et fig. 9).
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Si I'on se rapporte aux variations du pH au cours du temps (cf. fig. 8), on note que,
pour Montedison 1/2 000 ou le pH oscille entre: 58 et 7, la mortalité est tres élevée, alors
que pour une dilution trés voisine (1/3000), dont les variations de pH sont légérement supé-
rieures, la mortalité est comparable a celle du témoin.

Movyennes Ecarts-types deNgr:sbJrees
Témoin 8,0 1,17 : 24
1/5000 8.6 1,28 28
Montedison 1/3000 8,6 1.11 27
1,2000 — — _
/5000 9,2 ; 0,94 . 24
Fer 44 g/1 1,/3 000 9,0 L1 23
1/2 000 8,7 1,02 28
1/5 000 82 1,13 23
H, SO, 2 % 1/3 000 7.9 1,69 25
1,2 000 7.9 1,34 26
TasL. 8. — Moyennes du nombre de mues, avant la métamorphose, pour chaque
milieu testé.
i
Pourcentages en volumes
de H, SO, 34N Fer (mg/1)
ajouté a l'eau de mer
1/2 000 0.0 044 22,0
Montedison 1/3 000 0.0 029 14,6
1/5 000 00017 - 8,8
1/2 000 0.0010 22,0
Fer 44 g/l 1/3 000 0,0 006 14,6
1/5000 0.0 004 838
1/2 000 0,0010 . 0
H. S0, 2 % 1/3000 0.0 006 o
1/5 000 0,0 004
TasL. 9. — Pourcentages d'acide sulfurique et tencurs en fer pour les différentes

dilutions étudiées.

Il semble donc que le seuil létal d'acidité se situerait trés prés de pH 6 comme nous
I'avons déja observé lors d'expériences préliminaires de toxicité aigué.

Notons enfin que les dilutions 1/2 000 des solutions de référence, dont l'acidité théorique
est semblable, ont des cinétiques de neutralisation légérement différentes: la présence de fer
produit un abaissement relatif du pH.
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2. Quatrieme expérience: effluents Montedison et Thann et Mulhouse.

L'expérience d'exposition & des rejets cycliques a été reprise avec deux effluents dont la
composition a été donnée précédemment (cf. tabl. 1 et 2).

a) Protocole expérimental.

Nous avons conservé les conditions expérimentales de la troisiéme expérience, avec les
dilutions suivantes :

pH

8 EAU _DE _MER

MONTEDISON 1/2000 MONTEDISON 1/2 500 MONTEDISON /3000 MONTEDISON 1/10 000

8 e e P [P

AR (AR (e

THANN & MULHOUSE 1/500  THANN & MULHOUSE 1/750 THANN & MULHOUSE 1/1000  THANN & MULHOUSE 1/3 000
B e i el
| T ]/\/VV
6. J ]
—————r— —_——— ——rT T
FER 1/1000 FER 1/2000 FER 1/6 000
8 Mmoo . el
7 1 1 /‘/
6 4 4
0 2 4 & 8 0 2 4 6 8 0 2 a4 & 8 o 2 4 6 8 Jours
AGIDE 1/2000 ACIDE 1/3000 ACIDE 1/ 4 000 ACIDE 1/10 000
Fic. 11. — Expérience 4: variations du pH pour les dilutions des effluents Montedison

et Thann et Mulhouse et de leurs solutions de référence en fer et acide sulfurique.

Montedison : 1/2 000, 1/2500, 1/3000, 1/10000:
Thann et Mulhouse: 1/500, 1/750, 1/1 000, 1/3 000.

Par contre, nous avons modifié la tempdrature d’expérimentation (21°C) ainsi que la
composition de nos solutions de référence:

8 % d'acide sulfurique 34 N pour la soluticn acide employée au 1/10000, 1/4 000, 1/3 000
et 1/2000;

30 g/l de fer dans une solution d'acide sulfurique a 1 % employée au 1/6 000, 1/2 000
et 1/1000.

Par ailleurs, nous avons doublé le nombre des animaux-témoins. Le pH a été mesuré
journellement pendant les 42 jours d'expérimentation (fig. 11).
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b) Résultats.

Mues et mortalités.

Les pourcentages de mues et de mortalités sont représentés sous forme d'histogrammes
et de graphiques dans la figure 12.

Les témoins.

Une mortalité importante s'est manifestée, dans les deux lots d'animaux-témoins, a partic
du 10" jour d'expérience. Elle a été plus conséquente, et plus étalée dans le temps pour le
témoin 1. Ceci illustre la variabilité qui peut exister entre deux lots d'individus d’une méme
génération élevés dans des conditions identiques.

Quant aux maximums de mues, ils sont moins accentués, en fin d'expérience, dans le
lot-témoin 2.

Leffluent Montedison.

Des le 10° jour, il y a 100 % de mortalité dans la dilution 1/2000; avec les trois autres
dilutions, les mortalités sont importantes et presque comparables a celles des témoins. D'ores
et déja nous remarquons que la mortalité enregistrée dans cette expérience est nettement
supérieure & celle rencontrée avec des dilutions identiques, lors d’expérimentation précédente.
Des différences d'état physiologique d'une éclosion & une autre d'une part, la température
d'expérimentation plus élevée d'autre part, pourraient en étre la cause.

L'effluent Thann et Mulhouse.

On ne remarque pas de différence dans la fréquence des mues par rapport aux témoins.

Les mortalités enregistrées sont inférieures a celles des témoins dans les dilutions 1/750
et 1/1000; elles sont supérieures au 1/500 et au 1/3 000.

La solution d'acide sulfurique a 8 %.

Les mortalités enregistrées restent faibles avec les dilutions 1/3 000 et 1/4000 et sont un
peu plus importantes avec les deux autres; dans tous les cas elles demeurent inférieures a
celles constatées pour les larves-témoins. La fréquence des mues reste trés voisine de celle
des témoins.

La solution a 30 g/l de [er.

Les mortalités sont beaucoup plus faibles que celles des témoins dans les dilutions 1/1 000
et 1,/2000; dans la dilution 1/6 000 elles sont plus élevées mais restent toutefois inférieures
a celles des témoins. Les fréquences des mues restent comparables a celles des témoins, cependant,
avec la dilution 1/1 000, on assiste & un nivellement des maximums de mues, dés le passage
au 6° stade.

Nombres cumulés de mdétamorphoses.

Nous retrouvons ici, comme précédemment, des résultats supérieurs a ceux des témoins
(fig. 13). Ainsi, toutes les dilutions des solutions d'acide et de fer montrent plus de méta-
morphoses que les témoins: il en est de méme avec les dilutions 1/2500 et 1/10000 de
Montedison et 1/750 et 1/1 000 de Thann et Mulhouse.

Nombres moyens de mues avant la métamor phose.

On ne note pas de trés grandes différences dans les nombres moyens de mues avant
métamorphose, exception faite pour la dilution fer 1/2000 (tabl. 10). Toutefois, la dispersion
des valeurs, reflétée par l'importance des écarts-types, ote toute signification au résultat.

Néanmoins, on peut remarquer que le nombre des mues a été ici systématiquement
plus élevé que dans les précédentes expériences.

Les observations effectuées en cours d'expérimentation révélaient d'ailleurs des stades inter-
médiaires avant la métamorphose compléte: transformation progressive de la morphologie
thoracique, des antennes et des péréiopodes avec persistance des appendices natatoires caracté-
ristiques des stades planctoniques.
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Fic. 12. — Expérience 4: diagrammes des pourcentages de mues et courbes des pourcenfages de mortalités de
Palaemon serratus exposés a différentes dilutions des effluents Montedison et Thann et Mulhouse ef de
ses solutions de fer ef d'acide sulfurique.
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Moyennes Ecarts-types dg\l21?£:fes
|
Témoin 1 10,6 2,24 16
Témoin 2 i 10,5 2,54 21
1/10000 ! 8.5 1,90 24
1/ 3000 10,3 2,97 17
Montedison = S=———— ——
1/ 2500 9.8 2.64 22
1/ 2000 | — — ] ="
1/ 3000 10,2 2,20 10
Thann 1/ 1000 | 9.3 1.79 23
et —
Mulhouse 1/ 750 9.5 2.41 24
1/ 500 10.4 2.09 16
1/ 6000 10,3 2.01 21
Fer 30 g/I 1/ 2000 7.6 1,56 28
1/ 1000 93 2.36 28
1/10 000 9.8 2,05 23
1/ 4000 9.9 1.95 27
H, SO, 8 %
1/ 3000 8.5 1,82 25
1/ 2000 9,5 231 23
TasL. 10. — Moyennes du nombre de mues avant la métamorphose, pour chaque
milieu festé.
42 Nomines do MONTED|SON 304 FER 30 g)“l_“ _ 1/2
metamorphoses /10000 ] o <Y 11
20 e V2500 204 P ’
’ ) o T /1
““““ P Temoint - ’ el g T.1
T = Temomn 2 / e = T
@ % pea ; e me_y,__,, T2
ol . 1/2000
a0 3.5 4'0
30, THANN & MULHOUSE 30, HySO4 8 p. 100
‘l /1000 1
20 4 hgi-_"',::_‘____ 1/750 20
4 L T |
ey T.2
3 = 1/500
e T A :13000 10
o B s ol
0 40 ?.0

Fic. 13. — Expérience 4: nombres cumulés de métamorphoses en post-larves.
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c¢) Discussion.

Il apparait nettement que les mortalités enregistrées chez les animaux sont importantes et
masquent les effets dus aux différentes dilutions étudiées. De méme, les mortalités constatées
dans la dilution 1/3 000 de Thann et Mulhouse peuvent difficilement étre expliquées.

Le role prépondérant de l'acidité, mis en :elief dans l'expérience 3, apparait également ici.
En effet, dans les essais relatifs aux solutions Fer 1/1 000 et Montedison 1/2 000, la mortalité
est infime dans la premiére qui est riche en fer, mais peu acide, beaucoup plus forte dans la
deuxiéme presque aussi riche en fer, mais plus acide (tabl. 11).

Pourcentages en volume ' Fer {mg/1)
de H,SO, 34 N
. ajouté a l'eau de mer

1/ 2000 0,0 044 22,0

(/2500 0.0035 o 17,6
Montedison - - — - —_— -

1/ 3000 0,0029 14,6

1/10 000 0,0 008 44

(/7 500 0,0 042 25,0
Thann T 1/ 750 00028 | 166

et —_— —_ RS —_— e — -
Mulhouse 1/ 1060 0,0 021 12,5
1/ 3000 0,0 007 4.

1/ 1000 0,0010 30,0
Fer 30 g/l 1/ 2000 0,0 005 15,0

1/ 6000 | 0,0 001 5,0

1/ 2000 0.0 040 0

1/ 3000 " 00026 o
H,SO0. 8% - - o— |

1/ 4000 0.0 020 0

/10000 0,0 008 0
|
Tasr. 11. — Pourcentages d'acide sulfurique et teneurs en fer pour les différentes

dilutions étudiées.

La comparaison des mortalités constatées pour une méme acidité fait apparaitre une mortalité
importante dans Montedison 1/2 000 par rapport a H,SO, 1/2000, ce qui laisserait supposer
un effet néfaste du fer, mais en fait elle peut s'expliquer par une différence dans la vitesse de
neutralisation (cf. fig. 11). Dans le cas de la dilution de I'effluent Montedison, la présence de
fer contribue a abaisser davantage le pH du milieu. De méme, la mortalité moyenne notée pour
Thann et Mulhouse 1/500, dont la teneur en fer et l'acidité sont trés proches de celles de
Montedison 1/2 000, peut s’expliquer par une plus rapide neutralisation de l'acidité du milieu.

Enfin un dernier argument est fourni par la comparaison des deux dilutions Thann et
Mulhouse 1/750 et H,SO, 1/3000 qui présentent des acidités et des vitesses de neutralisation
analogues, mais des teneurs en fer trés différentes (0 et 16,6 mg/l) ; malgré cela les pourcentages
de mortalités restent faibles et identiques.

Ainsi apparait-il que le réle prépondérant, dans les effets nocifs constatés, est joué par
l'acidité du milieu et Ja vitesse de neutralisation de ce dernier. Quoi qu’il en soit, il ne faut pas
perdre de vue que, dans certaines conditions de pH, le fer présent peut agir en retardant cette
neutralisation et, par conséquent, accroitre la nocivité du milieu.
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3. Cinquiéme expérience: effluent Tioxide.
Nous avons retenu les conditions d'exposition a des rejets cycligues de dilutions de l'effluent

dont la composition a été donnée précédemment (tabl. 1 et 2).

pH

8 EAU  DE  MER

e mmmm o

| St S S S T S

TIOXIDE 1/500

T

TIOXIDE /750

TIOXIDE 1/1000

T T

TIOXIDE /3000

8y e . B qm i . e e
W L
1 b'w ] M
6 54 j
— T T T T T T T T r T 1T
TIOXIDE 1/5 000 FER 1/500 FER 1/750
B cceeemeee e . o m s
1 1 1
6 ] i
T T T T 7T YT v | S EENY SN S S oumn S mmmaenal
FER 1/1000 FER 171500 FER 1/10 000
S_L _____________ 8.L ............ e
z |
34 4] 4
J |
24 3 4
— —————r —————— TR
ACIDE 1/750 ACIDE 1/1000 ACIDE 1/2 000 ACIDE 1/2 500
I e
7 J
6
02 4 6 8 0 2 2 & & Jours
ACIDE 173000 ACIDE 1/10 000
Fic. 14. — Expérience 5: variations du pH pour les dilutions de ['effluent Tioxide

et de ses solutions de référence en fer ef acide sulfurique.

a) Protocole expérimental.

Nous avons conservé les mémes conditions que dans l'expérience précédente, c’est-a-dire
celles d'un changement cyclique, mais la température a été fixée a 18° C,
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Nous avons testé les dilutions :

1/500, 1/750, 1/1000, 1/3000, 1/5000 de Tioxide;

1/750, 1/1000, 1/2000, 1/2500, 1/3000 et 1/10000 d'une solution a 8 % d'acide sulfu-
rigue 34 N ;

1/500, 1/750, 1/1000, 1/1500, 1/10000 d'une solution de sulfate ferreux a 30 grammes
par litre faiblement acide (1 % de H,SOy).

L'évolution des valeurs du pH a été enregistrée pendant les 60 jours d’expérimentation
{fig. 14).

b} Résultats.

Mues et mortalités.

Les pourcentages de mues et de mortalités sont représentés respectivement sous la forme
d'histogrammes et de graphiques dans la fig. 15.

Les témoins.

Les mortalités sont comparables et restent faibles dans les deux séries: 10 a 20 % au 45° jour
ot un accident de manipulation a mis un terme & leur existence.

L'effluent Tioxide.

La dilution 1/500 provoque la mortalité de tous les individus en 48 heures sans qu'il y ait
mue en stade 2. Au 1/750, la mortalité est totale au 11" jour, aprés obtention du stade 3.

Les maximums de mues sont concomitants dans les témoins et dans les dilutions 1/5 000,
1/3000 et 1/1000 jusqu'au stade 5. Par la suite, l'individualisation des pics est de plus en
plus mauvaise lorsque la concentration augmente. La mortalité est comparable a celle des
témoins, excepté pour les dilutions 1/1 000 et, nous l'avons vu, 1/750 et 1/500.

La solution de fer a 30 g/l

La mortalité augmente réguliérement avec la concentration, mais il semble que les variations
d'acidité dues a la précipitation de I'hydroxyde ferrique interférent notablement. Un suivi,
heure par heure, de l'acidité relative des différentes dilutions, a été réalisé; nous constatons
une diminution bréve de pH dont la durée s’accentue lorsque le pourcentage d'acide initial
augmente (fig. 16). En eflet les enregistrements de pH, dans la solution au 1/500, varient
entre 5 et 6.3, et la mortalité est totale dés le 4° jour. De plus, aucune larve n'a mué en
stade 2. En revanche, les variations dans la solution au 1/750 ne font pas apparaitre de valeurs
réellement basses de pH et la neutralisation (7 -7,5) par l'eau de mer a lieu rapidement. Ce
phénomeéne peut expliquer, en partie, les taux de mortalité trés élevés au 1/750 et notables au
1/1000 et 1/1500.

Les maximums de fréquence de mues sont bien individualisés; pour la dilution 1/750, la
mortalité importante rend peu interprétable les fréquences de mues observées.

La solution d’acide sulfurique & 8 9.

En dehors de '« mortalité accidentelle survenue le 16° jour au 1/10000, les taux observés
sont croissants avec laugmentation d'acidité: dans la dilution 1/3 000, la mortalité ne dépasse
pas 30 %, mais aux 1/2500 et 1/2000, elle atteint 50 % entre le 30" et le 40" jour de déve-
loppement, les variations de pH étant respectivement de 6,2 & 7,8 et de 58 a 7,5. Dans les
dilutions 1/1 000 et 1/750 (pH 3,3 et 2,9), la mortalité est totale en deux jours, sans qu'il y ait
mue en stade 2.

Nombres cumulés de métamorphoses.

Ces résultats sont représentés dans la figure 17. Le nombre de métamorphoses diminue
dans le cas de l'effluent Tioxide lorsque la concentration augmente; if devient nul dans Ia
dilution 1/750. Il en est de méme avec le Fer a 30 g/l; il y a également absence de méta-~
morphose dans la dilution 1/750.
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Fic. 15, — Expérience 5: diagrammes des pourcentages de mues ef courbes des pourcentages de mortalités

de Palaemon serratus exposés & différenfes dilutions de [leffluent Tioxide ef de solutions de fer et
d’acide sulfurique.

Enfin, avec la solution d'acide aux 1/2500 et 1/2000 (pH de départ: 62 et 59), le
nombre de métamorphoses diminue trés nettement.,

Nombres moyens de mues avant la métamorphose.

Les résultats sont exprimés dans le tableau 12,

Quelle que soit la solution testée, le nombre moyen de mues augmente avec la concentration.
Ce résultat est particuliérement net dans le cas de la solution de sulfate ferreux a 30 g/l
De méme l'écart-type est généralement croissant en fonction de la concentration.

Cette augmentation du nombre de mues larvaires confirme une désorganisation physio-
logique des populations en fonction des concentrations.

c) Discussion.

Ces résultats sont tout a fait semblables & ceux obtenus avec les effluents de Thann et
Mulhouse ou de Montedison. Les taux de mortalité sont presque superposables dans les dilutions
1/1 000 de Tioxide et 1/2000 de la solution acide dont les variations de pH en trois jours
sont trés voisines. Dans ces solutions, la teneur en sulfate ferreux est trés faible (tabl. 13) et
le pH évolue rapidement vers des valeurs proches de celui de l'eau de mer.

En revanche, la mortalité totale obtenue dans la dilution au 1/750 de Tioxide en onze jours
ne peut étre due qu'a lacidite (pH 5,5 au temps 0), la concentration en fer étant fajble:
5,8 ppm, en regard de 40 ppm dans la dilution au 1/750 de la solution de sel de fer.

Notons que le fer n'est pas toxique en tant qu'élément. Il n'est pas certain non plus que
le bref abaissement de pH noté dans la figure 16 soit le seul élément sur lequel on puisse
tabler. Cependant, on peut remarquer que, & long terme, des concentrations un peu élevées en
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Fic. 16. — Evolution du pH des différentes dilutions de la solution de sulfate ferreux.
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fer influent sur le nombre de métamorphoses ainsi que sur le nombre de mues préalables a la
métamorphose (cf. fig. 17 et tabl. 12).

Moyennes Ecarts-types d??r;:sbjfes

Témoin | 772 1,03 27
Témoin 2 7.4 0,93 22
1/ 1000 9.0 1,18 12
Tioxide 1/ 3000 7.4 0,86 24
1/ 5000 7,5 0.75 25
1/ 1000 9.6 1,54 14
Fer 30 g/ 1/ 1500 | 35 1,33 17

1/10000 74 i n
1/ 2000 8,7 0,95 14
1/ 2500 7.8 0,98 12

H,S0. 8% - -
1/ 3000 7.6 0,72 21
1710 000 73 068 | 16

TasL. 12. — Moyennes du nombre de mues avant la métamorphose, pour Tioxide

et les solutions d'acide ef de sulfate ferreux.

4. Sixiéme expérience: effluent Tioxide.

a) Protocole expérimental.
Les conditions adoptées sont les mémes que précédemment, les dilutions testées étant cette
fois plus nombreuses et resserrées de facon a mieux cerner les limites des effets enregistrés.
Nous avons expérimenté sur les dilutions:
1,/800, 17900, 1/1000, 1/1200, 1/1500, 1/3000, 1/5000 de leffluent Tioxide ;
1/1600, 1/1800, 1/2500, 1/3000, 1/10000 de la solution acide a 8 % ;
1/900, 1/1 000, 1/1 500, 1/2000, 1/10000 de la solution de fer a 30 g/I (I % de H,SO,).

Les concentrations en fer et en acide ont été données dans le tableau 13 et 1'évolution
des valeurs du pH a été enregistrée pendant les 60 jours d'expérimentation (fig. 18).

b) Résultats.

Mues et mortalités.

Les pourcentages de mues et de mortalités sont représentés respectivement sous la forme
d’histogrammes et de graphiques dans la figure 19.
Les témoins.

Les mortalités restent faibles et comparables dans les deux lots.

L'effluent Tioxide.

Les mues successives et la mortalité sont comparables aux témoins pour toutes les dilutions
supérieures a 1/900. La mortalité est plus forte dans les dilutions 1/900 (50 % le 23° jour) et
1/800 (50 % le 11" jour, 100 % en 41 jours) en raison de ['acidité (pH respectivement de
58 a 7,5 et de 5,7 a 7.4).
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De méme que dans les expériences précédentes, les maximums de mues élevés observés
au 1/800 ne sont dus qu'a la mortalité importante obtenue.
La solution de fer a 30 g/L.

Les stades larvaires restent individualisés dans l'ensemble jusqu'au stade 9 et les maximums
a chaque stade coincident avec ceux des témoins.

La mortalité croit avec la concentration des solutions: elle est pratiquement nulle dans la
dilution 1/10000 et elle atteint 50 % en 25 jours dans celle au 1/900. Remarquons, pour cette

Pourcentages en volume ‘
de H,SO, 34 N Fer (mg/])
ajouté a l'eau de mer
1/ 500 0.0 114 , 9,40
T/ 0 | 00076 6,26
"1 s0 | 0,0071 T 587
1/ %00 | 0.0 063  s»
Tioxide 1/ 1000 0,0057 N 4,70
1/ 1200 0.0 047 391
11500 | 0.0 038 313
1/ 3000 00019 156
1/ 5000 00011 0.94
1/ 500 0,0020 60
1750 | 00013 0
T/ %0 o001t 333
Fer 30 ¢/1 1/ 1000 | 0,0010 30
S/ 1500 00006 20
T/ 2000 00005 15
/10000 | 0000l 3
1/ 1600 0,0 050 0
1/ 1800 0.0 044 0
bSO, 8% 1/ 2000 | 0,0 040 __ 0
1/ 2500 0.0032 0
1/ 3000 00026 0
“ 0000 | 00008 0
TasL. 13. — Pourcentages d’acide sulfurique et feneurs en fer pour les dilutions

étudiées dans la 5' et la 6° expériences.

derniére, que le pH est resté entre 6,6 et 7.7, mais que la concentration en fer est élevée
(33,3 mg/l) et intervient vraisemblablement.
La solution d'acide & 8 %.

Les maximums de mues sont synchrones avec ceux des témoins. La mortalité augmente
graduellement avec la concentration de la solution; du 1/1600 au 1/2500, elle dépasse celle
des témoins.
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La mortalité atteint 50 % au 36° jour avec la dilution 1/1 800 et au 21° jour avec le

1/1 600, soit pour des variations cycliques de pH respectivement de 58 a 7,7 et de 55 a 7,5.
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Fic. 20. — Expérience 6: nombres cumulés de métamorphoses en post-larves.

Nombres cumulés de métamorphoses.

Comme dans l'expérience 5, le nombre de métamorphoses diminue graduellement lorsque la
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concentration de l'effluent Tioxide augmente (fig. 20). Dans les dilutions échelonnées de
1/1200 a 1/900, les métamorphoses ont lieu de plus en plus tard, tandis qu'au 1/800 on ne
constate aucune métamorphose.

De la méme fagon, le retard dans l'appariticn des métamorphoses est de plus en plus marqué
dans les dilutions 1/1500 a 1/900 de lda solution de sulfate ferreux.

Dans la solution acide, le nombre des métamorphoses diminue notablement en fonction de
la concentration, mais l'apparition des premiéres métamorphoses est & peu prés synchrone.

Nombres Nombre
movyens Ecarts-type de mesures
de mues
Témoin 1 7,81 1,19 22
- Témoin 2 7.84 0,86 - ? o
S S %00 10,85 1.55 7
T/ 1000 | 946 1.54 15
e 0 | 862 1o 24
1/ 1500 8,45 0,98 2
[/ 3000 7.96 0.91 T30
1/ 5000 8,16 100 25
1/ 900 11,00 0.81 3
T/ 1000 1,0 287 7
Fer 30 g/1 /150 | 935 2.35 20
/2000 | 778 1.14 23
© 110000 0 744, 106 29
1/ 1600 9,00 1.41 | 8
/1800 | 872 0,96 1
H, SO, 8 % 1/ 2500 759 0.83 22
173000 | 825 1,19 24
/10000 762 00 29
Tasr. 14. — Moyennes du nombre de mues avant la métamorphose dans des

dilutions de Tioxide, et des solutions d'acide et de sulfate [erreux.

Nombres moyens de mues avant la métamorphose.

Dans cette expérience, nous avons suivi le développement des individus pendant 60 jours,
puis nous avons conservé en essais seulement ceux qui n'avaient pas métamorphosé.

Ainsi, avec la dilution 1/1 000 de l'effluent Tioxide, la seule larve restante est morte au
72¢ jour sans avoir métamorphosé. Au 1/900, une autre larve n'a métamorphosé que le 69° jour.

En ce qui concerne la solution ferrique, diluée au 1/1 500, deux larves ont métamorphosé
aux 81° et 88" jours. A la dilution 1/1000, une larve a métamorphosé au 72° jour et une
autre est morte le 100° sans passage au stade de postlarve. Enfin, une derniére larve, venant
de dilution 1/900, est morte sans métamorphoser le 73° jour.
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Fic. 21. — Expérience 7: diagrammes des pourcentages de mues ef courbes des pourcentages de mortalités
de Palaemon serratus exposés a différenfes dilutions de [effluent Tioxide ef d'une solution de fer

neutralisées.

Dans la plupart des cas précités, les animaux étaient & l'état de « prémétamorphose », les
caractéres principaux de la postlarve étant réunis, mais avec persistance des péréiopodes nata-
toires des premiers stades.

Le nombre moyen de mues, avant métamorphose (tabl. 14) augmente avec ['é¢lévation de la
concentration ; mais la différenciation est moins marquée dans le cas de la solution sulfurique
a 8.

Les écarts-types relatifs & l'effluent Tioxide diminuent avec la dilution, la valeur plus élevée
qui correspond a la dilution 1/5000 est modiliée par la mortalité, de méme que celle corres-
condant a Ja solution de fer au 1/900.

D'une facon générale, l'augmentation du nombre de mues avant la métamorphose est liée
a l'augmentation de la concentration en acide, mais également & 'augmentation de la concentration
en fer.

c) Discussion.

Nous retrouvons ici les résultats de Ja 5° expérience, mais avec une gamme de concentrations
plus étalée. La présence de quantités importantes d’hydroxyde ferrique semble intervenir pour
une bonne part dans les retards observés dans les métamorphoses en postlarves.

Nous pouvons ainsi discerner les dilutions en dessous desquelles le développement est
sérieusement compromis, soit:

1/1200 de l'effluent Tioxide correspondant a une acidité de 0.0047 % et une teneur en
fer de 3,91 ppm ;

1/1500 de la solution de fer & 30 g/l correspondant & une acidité de 0.0 006 % et une
teneur en fer de 20 ppm ;

1/2 500 de la solution acide a & % correspondant & une acidité de 0,0 032 %.

En fait, les critéres & retenir pour déterminer des teneurs toxiques limites sont: la mortalité
dans un délai donné, le nombre de mues avant la métamorphose, le nombre de métamorphoses
pour chaque lot d'individus.

3° Influence de Ueffluent Tioxide neutralisé sur le développement larvaire (7° expérience).

Nous avons recréé, dans cette expérimentation, des conditions qui ne se rencontrent pas
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lors de rejets dans le milieu naturel: effluent peu dilué mais pratiquement neutralisé. Le but
recherché était de dissocier leffet intrinséque des composants métalliques de celui de ['acidité.

a) Protocole expérimental.

Les dilutions étudiées étaient préparées en quantités importantes une semaine & l'avance et
abondamment aérées afin d'accélérer le processus de neutralisation. Elles étaient ensuite utilisées
suivant le méme protocole expérimental que celui décrit précédemment.

De cette facon, nous avons pu rechercher l'influence de I'effluent et de la solution de sulfate
ferreux sur le développement de P. serratus lorsque l'acidité n'est plus en cause. Les larves
ont été suivies comme dans les expériences antérieures.

Nous avons testé les dilutions dont les teneurs en fer ont été données dans le tableau 13:
1/800, 1/900, 1/1000, 1/1200, 1/1500, 1/3000, 1/5000 de l'effluent Tioxide ;
1/900, 1/1 000, 1/1 500, 1/2000 et 1/10 000 de la solution de fer a 30 g/! (1 % de H,SQO,).

Pendant les 60 jours d'expérimentation, le pH des dilutions a été suivi. Les valeurs éche-
lonnées de 7,42 & 8,12 sont restées pratiquement constantes pendant toute la durée de l'expérience.

b) Résultats,
Pourcentages de mues et de mortalités.
Les résultats sont représentés dans la figure 21.
Les témoins.

Les maximums de mues sont bien individualisés et les pourcentages de mortalité extrémement

faibles.
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Fi16. 22. — Expérience 7 : nombres cumulés de métamorphoses en post-larves.

L'effluent Tioxide neutralisé.

La mortalité n'atteint jamais 40 % pendant toute Ja durée de l'expérience et reste partout
légérement supérieure a celle des témoins. Les maximums de mues sont nettement individualisés
et ne présentent pas de décalage par rapport au témoin.

La solution de f[er neutralisée.

La mortalité croit régulierement du 1/2000 au 1/900 avec l'augmentation de la teneur en
sulfate ferreux. Les pourcentages de mues sont peu individualisés dés le 9° stade. Notons
qu'au 1/10000 les résultats sont marqués par une mortalité accidentelle survenue le 26° jour.

Nombres cumulés de métamorphoses.

Les résultats sont donnés dans la figure 22. En ce qui concerne Il'effluent Tioxide, le
nombre des métamorphoses diminue graduellement par rapport au témoin, avec l'augmentation
de la concentration, et ceci dés la dilution 1/5000. Le méme phénoméne apparait, bien que
moins marqué, avec la solution de fer.
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Nombres moyens de mues avant la métamorphose.

De méme que dans l'expérience précédente, l'apparition des métamorphoses de quelques
individus est fortement retardée. Ce retard croit avec la concentration. Par exemple, dans la
dilution 1/5 000, trois larves n'ont métamorphosé qu'aux 63° et 64° jour, et au 1/800, quatre autres
n‘ont métamorphosé qu'aux 66° et 68° jour.

Les nombres moyens de mues avant métamorphose ne différent pratiquement pas, au sein
de chaque série de dilutions, contrairement a lexpérience précédente (tabl. 15).

Nombres Nombre
cx});o;el?ess Ecarts-type de mesures
Témoin 7,41 0,61 29
T Ty s 1085 i.42 20
e | ter 112 18
1/ 1000 10,20 1,35 24
Tioxide Cy/1200 0 944 L 120 5
4/ 1500 | 1044 134 18
/3000 | 933 .24 2
T 1/5000 953 121 2%
1/ 900 ‘ 868 - 1,04 16
1/ 1000 o1t | 158 s
Fer 30 g/I 1/ 150 | 83 1,06 13
T 2000 | 789 1,29 19
1/10 000 9.27 139 18
TasL. 5. — Moyennes du nombre de mues avant la métamorphose, pour Tioxide

et la solution de sulfate ferreux.

Les nombres moyens de mues avant métamorphose dans les dilutions de l'effluent Tioxide
sont échelonnés de 9,33 a 10,85 et, dans fles dilutions de la solution de fer, de 7,89 a 9,27.

Les écarts-types obtenus avec les dilutions de Tioxide sont plus importants dans l'ensemble
que ceux relatifs a la solution de fer.

1l vy a donc un retard plus prononcé dans le cas de l'effluent malgré des teneurs en fer
bien plus faibles, ce qui tendrait a faire intervenir dans la toxicité un facteur autre que le fer
ou lacidité; ce résultat est cependant difficilement explicable, car il n'a pas été observé, de
maniére aussi accentuée, dans l'expérience précédente ot l'on utilisait des solutions & pH non
stabilisé.

c) Discussion.

En tenant compte de la neutralisation des solutions testées par l'eau de mer, on peut retenir
dans cette expérience :

une délimitation plus nette des pourcentagcs de mues dans l'effluent Tioxide, se traduisant
par une individualisation des pics que 'on ne retrouve pas dans la solution de fer;

une diminution du nombre des métamorphcses avec l'augmentation de la concentration de
I'effluent Tioxide. Le nombre d'individus métamorphosés est plus faible que chez les témoins
dans la dilution 1/5000 malgré un pH proche de §;
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des nombres moyens de mues avant la métamorphose et des écarts-types plus élevés dans
I'ensemble pour les dilutions de l'effluent.

Notons, dans cette derniére expérience, que les concentrations élevées en fer de la solution
de référence (20, 30 et 333 mg/l) interviennent, en ['absence d’acidité notable, dans limpor-
tance des mortalités observées.

On peut donc, dans cette expérience, évoquer un autre facteur que J'acidité intervenant a
long terme dans l'apparition des métamorphoses: la charge en fer du milieu.

4°  Discussion générale.

La toxicité a long terme a été suivie au cours de sept expériences durant de un a deux mois
en fonction de la période d'apparition des métamorphoses pour les trois effluents: Montedison,
Tioxide et Thann et Mulhouse.

1. VPeffluent Montedison.

Dans les deux premiéres expérimentations, les larves n'ont subi un choc acide qu'en début
d'expérience, puisque les solutions initiales étaient conservées pendant toute la durée des essais.

Dans ces conditions expérimentales, nous n'avons pas décelé de différences significatives
entre les témoins et les solutions testées. Ainsi, une concentration en fer aussi élevée que
22 mg/l semble dépourvue d'effets (dilution 1/2 000 de l'effluent).

Dans les deux expériences suivantes, les animaux ont été soumis a d'importantes variations
cycliques de pH. Des mortalités importantes (50 % et 90 % les 14" et 34" jours) sont observées
dans la dilution 1/2 000 de l'effluent (0,0 044 % d'acidité et 22 mg.! de fer) ; les mortalitis sont
bien plus faibles (10 et 20 % aux mémes temps) dans la dilution 1/2000 de la solution de
sulfate ferreux qui présente la méme teneur en fer pour une acidité moindre {0,0010 % ). L'acidite
joue un rdéle primordial dans ces mortalités; le pH initial et sa cinétique de neutralisation
semblent importants: un pH initial de 5,8 tendant vers 7 en 48 heures (Montedison 1/2 000)
est trés toxique, & long terme, alors que des évolutions de 6 a 7,3 (Montedison 1/2500) et de
59 a 7,6 (solution de H,SO, 8 % 1/2000) ne le sont pas. Ainsi le pH initial mais aussi la
pente de la courbe de neutralisation, c'est-a-dire sa vitesse, joueraient un réle essentiel dans
la toxicité constatée.

2. L’effluent Thann et Mulhouse.

Une seule expérimentation a pu &tre conduite & 21°C, d'ou les mortalités plus importantes
constatées. La dilution 1/500 de leffluent (0,0042 % d'acidité et 25 mg/l de fer) a une
composition trés proche de la dilution 1/2000 de Montedison (0,0044 % et 22 mg/l), mais
témoigne cependant une plus faible mortalité ; l'explication doit probablement étre recherchée au
niveau d'une vitesse de neutralisation plus grande a particr d'un méme pH initial de 5,8, mais
atteignant une valeur plus élevée en 48 heures.

L'expérimentation sur cet effluent, avec variations cycliques de pH, semble donc confirmer
le role de l'acidité sous le double aspect d'une limite inférieure létale de pH voisine de 6 d'une
part, et de l'importance de la cinétique de neutralisation d'autre part.

3. Deffluent Tioxide.

Les essais faisant intervenir des variations cycliques de pH font apparaitre des mortalités
importantes lorsque les différentes concentrations sont supérieures ou égales a 0,0 057 % d'acide.
En effet, si J]a mortalité est moyenne au 1/1 000 (0,0 057 % d’acide et 4,7 mg/l de fer), elle croit
avec l'élévation d'aciditée dans les dilutions plus faibles. A l'opposé, la dilution 1/2 000 (0.047 %
d’acide; 3,9 mg/l de fer) montre une mortalité comparable & celle des témoins.

Dans tous les cas, les faibles teneurs en fer ne semblent pas provoquer ces mortalités ;
le pH initial et sa cinétique de neutralisation semblent &tre le facteur essentiel de la toxicité
observée. Nous retrouvons également ici la limite létale inférieure pour un pH initial voisin de 6.
La limite critique du pH est trés aigué puisque la mortalité est importante pour Tioxide 1/900
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(pH variant de 6 & 7.6 en 48 h) alors qu’elle est comparable & celle des témoins pour le 1/1 200
(pH variant de 6.3 a 7.8 dans le méme temps).

Les résultats, obtenus avec les dilutions de la solution de référence acide, mettent en relief
I'effet du pH dés la concentration de 0,0 040 % (pH évoluant de 59 a 7,8 en 48 h) ; a 0,0032 %
d'acide (pH variant de 6,2 a 7.8 en 48 h), les effets constatés varient Jégérement d'une expérience
a l'autre, montrant bien les limites de cette zone sensible du pH.

Mais le fer, a fortes concentrations, a également une action importante sur la mortalité des
larves ; en effet, la mortalite moyenne constatée pour la dilution 1/1 000 de la solution de fer
(30 mg/l) augmente paralléelement a laccroissement de cette teneur. Dans ce cas, l'acidité, trés
faible, et les valeurs initiales des pH (6,5 a 6,8) ne peuvent étre mis en cause.

En ce qui concerne les nombres de métamorphoses cumulées, les résultats obtenus montrent,
d'une facon générale, linfluence de l'augmentation des concentrations pour l'effluent et les
solutions de référence. De plus, les effets observés sont concomitants avec ceux enregistrés dans
le cas des mortalités ; on peut ainsi souligner certaines concentrations sensibles & partir desquelles
les nombres de métamorphoses sont nettement inférieurs a ceux des témoins: 0,0 057 % d’acide
pour Tioxide entre 20 et 30 mg/l de fer pour la solution de sulfate ferreux, 0,0 040 % d’acide
pour la solution sulfurique.

Le retard dans ['apparition des postlarves, caractérisé par le nombre de mues qui précédent
la métamorphose, est peu marqué dans le cas des différentes solutions d'acide; en revanche,
avec les dilutions 1/900 et 1/1 000 de Tioxide et de la solution de sulfate ferreux, on constate
un accroissement important du nombre moyen de mues.

Les essais réalisés avec les solutions d'effluent et de fer a pH stable ne montrent pas d’effet
significatif pour toutes les concentrations testées, c'est-a-dire jusqu'a un maximum de 5,87 mg/|
de fer. La mortalité est légérement supérieure a celle du témoin, mais elle est pratiquement
identique dans les sept dilutions expérimentées. Ceci semblerait exclure un effet notable du cortége
de meétaux contenus a l'état de traces — dont des métaux lourds — dans l'effluent Tioxide.

La solution de fer neutralisée montre une certaine mortalit¢ dés la concentration de
20 mg,1 de fer; cette mortalité devient importante a 33,3 mg/l

Les nombres de métamorphoses cumulés sont trés nettement inférieurs a ceux des témoins
pour toutes les dilutions testées.

Le retard dans l'apparition de la métamorphose est peu marqué en ce qui concerne la
solution de sulfate de fer, alors qu'il est important pour la plupart des dilutions de Tioxide. Ces
résultats ne peuvent pas étre interprétés dans 1 état actuel de nos travaux.

Conclusions générales.

Le travail relaté ci-aprés a débuté en 1973, La partie expérimentale a duré 327 jours
et a dia étre intercalée entre les autres travaux en cours dans le laboratoire. De plus, elle
nécessita pour chaque expérimentation l'obtention de femelles de crevettes grainées. D'ou les
deélais qui nous ont été nécessaires pour publier ces résultats.

Nous nous étions proposé de rechercher les éventuelles actions, de l'acidité et de la charge
en fer de trois effluents, sur le développement larvaire d'un crustacé. Nous avons expérimenté
sur chacun des effluents en utilisant celui dont nous disposions au moment de |'expérimentation
sans chercher a refaire des essais rigoureusement identiques sur les trois; leur similitude de
composition permet néanmoins certaines extrapolations.

Nous avons expérimenté a des concentrations qui n'existent que pendant de trés breéves
durées, lors des divers rejets dans le milieu marin; la probabilité, pour une méme larve, de
retrouver, toutes les 48 heures pendant 60 jours, des conditions aussi sévéres d’acidité et de
teneurs en fer, est donc infime. Mais nous devions retenir des conditions expérimentales trés
dures afin de bien mettre en évidence tout risque sérieux pour les larves de crustacés qui ont
une importance économique notable dans certaines régions de déversements.

Avant d'essayer de dégager quelques conclusions de ces séries d'expériences, il convient de
remarquer que les effets notés, lors des trois derniéres expérimentations, étaient le plus souvent
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accentués en fin d’étude. Les quatre premiéres expériences n'ayant pu, pour des raisons pratiques,
étre prolongées au-dela de 35 a 40 jours, certains résultats peuvent avoir été masqués.

Retenons toutefois que pour toutes les séries mettant en jeu des variations cycliques de pH,
acidite etait le facteur essentiel des mortalités observées. Le pH initial et la cinétique de
neutralisation sont importants et complémentaires. Au voisinage de pH 6,0 qui peut étre considéré
comme le seuil létal d'acidité, la mortalité est plus ou moins importante selon que la neutralisation
en 48 heures est lente ou rapide.

La cinétique de neutralisation est fonction d'un certain nombre de facteurs:

la concentration en sulfate ferreux; quand elle augmente, elle tend & abaisser le pH et
par conséquent, a ralentir la neutralisation ;

J'oxygénation du milieu; le comportement chimigue de ce type d'effluent, en milieu marin,
induit une consommation gazeuse qui diminue la charge en oxygéne dissous. Pour des milieux
fermés ou des eaux profondes, mal oxygénés, ce facteur intervient notablement et retarde la
neutralisation de la charge acide.

D’autre part, le fer seul, a fortes concentrations (30 mg/l), entraine des mortalités impor-
tantes de larves. Ce phénoméne est plus particuliérement mis en évidence pour les expériences
de longue durée.

D'une fagon générale, les études, portant sur l'effet de solutions d'effluents ou de références
en fer et en acide, n'ont pas mis en évidence d'autres facteurs que le pH initial, la cinétique de
neutralisation et les fortes teneurs en fer. Les métaux a l'état de traces ne semblent pas intervenir
au niveau de la toxicité a long terme qui a été abordée dans ce travail.

Des effets a long terme pour des concentrations-seuils, légérement inférieures a celles précitées,
sont mis en évidence aprés 40 jours de développement, sur le nombre et lapparition des
métamorphoses.

Ces résultats sont corroborés par les expériences faisant appel a des solutions neutralisées,
soit avant que les larves y soient placées, soit & partir de la premiére exposition des larves au
choc acide. En effet, la mortalité est en général comparable a celle des témoins tant que la
teneur en fer ne dépasse pas 30 mg/l. Enfin, les effets & long terme sur les nombres de méta-
morphoses sont trop fragmentaires pour faire intervenir d'autres facteurs que le fer.

On peut dire que dés qu'une dilution convenable de leffluent (1/5000 a 1/10000) est
obtenue, dans le milieu marin, tout risque est supprimé pour les larves de crustacés et proba-
blement pour le plancton animal en général. Cependant, les organismes planctoniques, contenus
dans la masse d’eau de mer directement affectée avant la neutralisation de l'effluent, sont en
majeure partie voués a une mort certaine. Le probléme principal posé par ces effluents est donc
celui de leur neutralisation jusqu'a au moins pH 6.

Manuscrit déposé le 20 décembre [977.
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