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ETUDE DE LA TOXICITE DE L'EFFLUENT THANN ET HULHOUSE

VIS-A-VIS D'ORGANISMES MARINS

par

Patrick LASSUS et Pierre MAGGI

I - GENERALITES

L'échantillon regu se présente sous forme d'une liqueur acide
(pH = 0,6) composée, apres 30 minutes de décantation, d'un surnageant vert

olive et d'une boue insolublee

Nous avons réalisé, lors de nos expériences, une série de dilutions
en eau de mer qul sont reproduites dans le tableau 1,accompagnées des teneurs

en fer correspondantes ainsi que des valeurs initiales du pHe.

§omomows o TEEESEN o w
o0 b a4 P 10
P o4/z 000 ‘zk 6;3 fo6T "
 : 1/1 000 * 12,5 :, | 6,3 ‘k M
T
A T

Tableau 1 s Concentrations en fer et pH initiauX'correépdndanf aux différentes
dilutions de 1l'effluent en eau de mers - ‘
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Afin de falre la part entre la tox101te propre au pH bas et celle
pouvant etre attrlbuee a la charge en metaux, nous avons testé lorsque
clétait possible les effets d'une solution aclde de référence aux mémes pH

que l'effluent diluée.

Nous avons évalué la neutralisation progressive de 1'effluent
et d'une solution d'acide sulfurique diluée dans l'eau de mere Ces résultats

‘sont exprimés dans les tableaux 2 et 3.

: : | DILUTIONS DE L'EFFLUENT 5
: : 1/250 3 1/500 3 1/1000 : 1/2000 =;1/xmo :
0§ 34 ¢ 5T [ 63§ &T [ 10 |
: 15 3,4 0 65 o7,y bo7s P
. EVOLUTION .- . . . ;~ .
DU pH Y M T B
. EN 4 JOURS : . X . . :
: 3, W, T3, T8 L T . Ty
' P Y - O

Tableau 2 ¢ Evolution du pH au cours du temps pour les différentes dilutions
de 1'effluent en eau de mers.

: : - DILUTIONS D'UNS SOLUTION N IE H)S0, :
B ;. N/100_ s N/200 s N/3oo : N/400 & N/500 2
M o bo2s5 b o34 D55 158 161 ]
: 1 s b o34l 65 P68 P12
; EVOLUTION — T = - § T ————
. ‘DUpH 2 . 2,5 L 3 LT, 3~ o Tad D Ty6 .
¢ EN 4 JOURS " . g e e
. 3 25, 34 T, Ty Tyl
4% 25 L o34 o b 7.7“ .o T8
f:Tabieau,ﬁy Evolutlon du pH au cours du temps pour les dlfferentes dilutions

dtune solutlon dtacide sulfurlque 1 N, en eau de mer.
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Les taux de mortalité enrégiétréé dans les différents organismés
téstés pourront‘étre attribﬁés & différents facteurss Nous retiendrons prin4
éipalement les suivants H ‘ |

—~ 1l'acidité initiale dont la neutralisation eét plus ou moins rapide,

~ la charge en sulfate ferreux,

— la teneur en autres métauxe

Les organismes testés sont issus de divers biotopes marins, tels
que le benthos et le pelagos, ce dernier comprenant des individus représentant

le plancton et le nectone

Nous avons ainsi utilisé ¢

des mollusques @ Mytilus edulis (moule)

Cardium edule (coque)
Gibbula umbilicalis (gibbule)

Purpura lapillus (pourpre)

Littorina littorea (bigorneau)

des crustacés 3 Palaemonetes varians (crevette)

Clinabarius misanthropus (bernard 1ltermite)

des poissons @ , Gasterosteus aculeatus (épinoche)

Anguilla anguilla (anguille) k

des organismes zooplanctoniques $ Artemia salina (artémie)

larves de Carcinus maenas (crabe‘vert)

larves de Palaemon serratus (creVette bouguet

larves de Portunus puber (crabe étrille)

 des espéces phytoplanctoniques § Phaeodactylum tricornutum

Skeletonema costatum

Isochrysis galbana ’
Dunaliella tertiolecta

./.‘.}..



L'ensemble de ce travail se décompose en trois parties :

‘L'étude de la toxicité aiguf

A — Toxicité directe sur différents organismes benthiques et nectoniques

B - Toxicité directe sur quelques organismes zooplanctoniques

1 - Artemia salina

2 - Larves de Carcinus maenas au stade I

3 - Larveg de Palaemon serratus au stade II

C - Toxicité directe sur quatre espéces phytoplanctoniques

1 - Phaeodacfylum tricornutum

2 = Skeletonema costatum

3 -~ Igochrysis galbana
4 -~ Dunaliella tertiolecta

L'étude de la toxicité & 1'égard du développement larvaire

A - Action sur le développement de Palaemon serratus

B —~ Action sur le développement de Portunus puber

L'étude de la toxicité induite

A - Accumulation de mébtaux par le phytoplancton

- B - Accumulation de métaux par 1l'intermédiaire d'une chatne pélagique

II - ETUDE IE LA TOXICITE AIGUE

A - Tox101te dlrecte sur dlfferents organlsmes benthlques et nectonlques

1= Methode exper1menta1e~
‘Les animaux testes ont été récoltés dans le milieu marin en des

endrqits non pplluéé. Ils ont été utiliséé‘aprés‘24 heures de stabulation._V

Pour ohaque dilution d'effluent nous avons utilisé 10 anlmaux

places dens 2 1 de milieu contenus dans des oristallisoirs en verre de 4 le

. Aucune nourrlture n etalt aJOutee au mllleu pendant leg 4 Jours d'experlences.

‘/..OO



Une aération constante était assurée en permanence 3 1'intérieur

. des cristallisoirse

Chaque jour les 1nd1v1dus morts étaient prélevés ;kils étaient

comptablllses aprés 48 et 96 heures.

2 - Résultats et discuséion

a) Mollusques ¢ les pourcentages de mortalité exprimés aprés

48 et 96 heures sont réunis dans le tableau 4

DILUTIONS DE L'EFFLUENT

: : :
: :_1/3000% 1/2000: 1/1000% 1/500 : 1/250
3 8n* o P o f o * o * o *
' Cardium edule : : : : : :
. %hnh, o . 0o 0 = 0 = 5 |
P 8nt o P o * o ' o ! g ¢
. Mytilus edulis . . . . . .
: %6ni o P o ' o ' oo e
8nft o * o * o ! o ! o °
: Purpura lapillus . . . : i : :
: %n: o P o ' o ! o * o °?
2 | 8nf o P o ' o Y o P o ¥
! Littorina littorea . ) —— . . .
. ' 96 h o 0 . 0 o0 i 0 :
8n? o * o ' o P o ! o ¢
* Gibbula umbilicalis - - e e . .
: 96ni o o P o ! o !0}
Tableau 4 s Pourcentages de mortallte a 48 et 96 heures pour différents

mollusques exposes a des dilutions de l'effluent.

La mortalité a été‘égalemenf relevée ?our lés mémeskespéoes,
expOSées & différents taux d’acidité. Nous avonsipour cela réalisé des
dilutions, en eau de mer, d'acide sulfﬁrique 1N afin de retrbﬁver des
valeurs de pH comparables 3 celles de. l'effluent dllue. Les resultats sont

./..;..

exprlmes dans le tableau 5 (page 6)



: ‘ DILUTIONS D'UNE SOLUTION N DE H,80, :
: + N/500 ¢ N/400 s N/300 s N/200 & N/100 3
; | 8ni 0 o0 T 0 10 [ 2 |
' Cardium edule . X : : . s
: %hun. O . O ! 0o ! 2 . 60 z
: 8ni o P 0o P o I o ! o ]
' Mytilus edulis : . X : : :
. | %6n., 0o [ 0 - 0 O [ 0 |
: | 8n* o * o * o ' o P o
f Purpura lapillius : R : : : f
. 96w, 0o [ o o 0 2 0 [ 2 |
: ~ 8ni 0o T o f o f o P o !
. Littorina littorea ! i . : — .
. %n.; o - 0o 2 o0 1 0 [ 0 7
| 8nf o P o ! o ! o ! o
1 cibbula umbilicalis : . . . . —
: %n. o o 2 o ¥ o ! 0 G

Tablean 5 s Pourcentage de mortalité & 48 et 96 heures pour différents
mollusques exposés & des dilutions d'une solution 1 N d'acide
sulfurique.

-~

, Les tableaux 4 et 5 montrent que les mollusgues résistent bien a
1'a01d1flcat10n du milieu sauf pour les valeurs les plus basses qui manifesg-
tent\une certaine nocivités Des pH aussi bas que 344 pour 1'effluent ne
/mbﬁfrént gqu'une faible mortalitéﬂpour la plupart des espéces testées. Dans le |
cas des dllutlons de la- solutlon sulfurique, pour des valeurs comparables .

i de l'aoldlte, les mortalltes sont m01ndres. B S S -

I1 faut‘cépendant‘remarquer, pour les faibles dilutions quei si les

valeurs de pH restent stables en cau de mer (cfe tableaux 2 et 3,'page 2),

ce n'éSt pas le cas‘loTSqu’on y ajoute'des'mollusques : on’constate;alors,

én,4 jours, une évolution vefs des valéurs~voisines de‘7,6.'0n comprend

ainsi pourquoiféés dnimaux, qui peuvent momehtanément s'isoler~d'uh milieu

hOstilé, parviennent & supporter de teiles‘v@riaiiOns; Nous verrons qu?il n'en
est pas @e m8me avec des crustacés et des poissons qul, a 1'oppose, sont

k'tres affectes par des pH acidese

Sevaas
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_ identique,‘de méme que l'expression des résulfatso Nous avons groupé dans le
tableau 6 les pourcenmtages de mortalité obtenus tant pour 1' effluent dilué

que pour la référence-acides

Nous notons tout d'abord gue le bernard l'ermite ne montre aucune

mortalité pour les dilutions les plus faibles de 1l'effluent et de sa références

En ce qui concerne les autres animaux testés la mortalité est
totale aux dilutions 1/250 de 1'effluent et 1/200 de la référence-acide,

soit pour un pH de 3,4 dans les deux cass.

ESPECES TESTEE

; '3 : :
H :Palacmonetes ¢ Clinabarius :CGasterosteus : Anguilla g
H t  varians smisanthropus ¢ aculeatus ¢ anguilla H
: *8nto9snts8niosn §'48 n®o96nt48niosn’t
b 130070 o fo fo fo fo o fo !
: w0 to ‘o 'o fo fo o ' !
o THANN . . . : . . : . : s
PET /1000 0 ‘o o fo *o o *o o °
; MULHOUSE = S . . : : . <
. /0 To o0 To S0 o S0 Po o0 2
: 1/250 00 P00 Po fo fioo P00 P00 P P
i wso o fo fo fo fo fo ‘o o |
PEgs0, Nwo o fo Po fo Yo fo to o B
Y Wae Yo fo 10 fo o fo to lo
. - . e - .. . - . H . R 1
3 S ow/200 100 P00 o Po f100 P00 P00 oo P

kTableau 6 ¢ Pourcentages de>mortalitéké 48 et 96 heures pour 2 crustacds
- et 2 poissons exposés & des dilutions de 1'effluent et d'une
" référence-acide. ” - v ' S '

11 ressoft'de tout ceci que, pour les pdissons et les crustacés
testés, le seuil faisant apparaftre 50 % de mortalité est compris entre les

‘dilutions 1/500 et 1/250 de 1'eff1uen£‘et estkinduit‘de fagon‘prépondérante

par 1l'aciditée ' ' o -
‘ . t : . Q/ono‘f.



B - Toxicité'directe sur quelques organismes zooplanctoniques.

1 ~ Artemia sallna

; Le processus expérimental reste le méme, excepté le volume de
solution : on comptait 2 récipients contenant 500 ml de milieu contaminé

par dilution et 12 artémies adultes chacun.

Les résultats sont exprimés & la fois pour 1l'effluent dilué et
pour la référence-acide, en pourcentages de mortalité a 48 et 96 heurese

C'est ce qui est représenté dans les tableaux 7 et 8 (pages 8 et 9).

- DILUTIONS DE L'EFFLUENT

: 1/250 ¢ 1/500 s 1/1000% 1/2000:' 1/3ooo-;

Teneurs en fer (mg/i) f 50,0 f 25,0 f 12,45 f 643 f 4,4 f
Pourcentage de 48 h ;100 ; 56 ; 16 ; 12 ; 2 ;
mortalite 9%6nh 100 8 P16 P2 P oo G
0 % 34 }o57 F 63 % 67 1 7,0

| 18 3,4 P65 Py Pors Por

Evolution du pH . . : ~ : ’ ;
en 4 jours 2 344 : 712 : 147 : T8 : 719 '3
| 300034 0 1,3 0 18 0 1,9 1 7,9 ]
4T A L T D T8 L T L Ty

46 96 66 20 40 a0 28 SE 04 S0 00 0% 64 e 50 o8 _es o8 @8

Tableau 1 :~Pourcentages de mortalité\d’Artemia salina en fonction de la
R dilution de 1'effluent Thann et Mulhouses R

, On constate que les dllutlons mlnlmales, pour 1esque11es aucune o
'n001v1te n'est observée, correspondent au 1/1000 (pH 643 au temps O et 7 8
au 4eme Jour) et N/4OO (pH Sy 8 au temps O et TyT au 4eme Jour).

I1 ressor’b de l'ensemble des resul‘bats que 1'acidité seule est moins

- néfaste, pour la survie d'Artemia salina, que la m8me acidité obtenue par
" dilution de 1l'effluent j en effet pour des pH tres voigins (5,7 et 5,8) la
mortalité est nulle pour la solutlon dtacide oulfurlque alors gu elle egt de

16 et 38 % . dans le cas de 1° effluent. o , / ‘
. ) sPee



DILUTIONS D'UNE SOLUTION N DE H_SO

: 3 R ey

3 : N/100 s N/200 & N/300 s N/400 : N/500 3
; Pourcentage de 48 b ;100 ;100 ; 25 ; G ; 0 ;
i mortalité 96 h 3100 3100 5 34 f 5 3 5 :
X o P25 1 34 i 55 0 58 1 61 "
125 34l 65 1 68 1 T2 ]
. Evolution du pH : : . : . .
s en 4 jours 2y 20y 3d o T3, 714 E 716 3
30525 0 34 T4 e ot
4 25 P4 b ons oyt L o1,8

Tableau 8 3 Pourcentages de mortalité d'Artemia salina en fonction de la
dilution d'une solution normale d'acide sulfuriques

Ainsi donc, 1l'examen de ces résultats démontrerait 1'intervention
d'un facteur supplémentaire dans les mortalités constatées § ce facteur
pourrait 8tre le fer partioulaire présent dans le milieus Le r8le du fer
en tant que g€ne physique est confirmé par l'examen des individus morts qui
présentent des particules ferriques sur leurs appendices ainsi que dans

leur tractus digestife

Par ailleurs, des tests de toxicité sur Artemia salina réalisés par

WISELY et BLICK (1967);tendent 4 montrer d'une part une certaine tolérance

aux pH bas (5,0) et, d'autre part une grande résistance & des métaux lourds
(mercure, cuivre et zinc), ' |

Notons que les teneurs corregpondant aux DL_. trouvées par ces

50

auteurs, pour ces différents éléments, sont trés supérieures & celles que

nous obtenons dans les dilutions les plus faibles de 1'effluent testée

'I1 semble donc que, dens 1'état actuel de nos travaux, nous ne -
puiSsionsfpas affirmer 1'inf1uence des métaux lourds dans les mor%alités

-~

d'Artemia salina et que nous soyions conduits & envisager une certaine impor-

tance du fer particulaire en tant que géne physique.

Par'ailleufs dés effets synergiques, entre les divers métaux
et 1'acidité de 1'effluent, ne sont pas & écarter.

Jeere



10

2 = Larves de Carcinus maenas au stade I

Les larves ont été séparées dés 1'éclogion et groupées dans des

cristallisoirs de 4 1 cdntenant de l'eau de mer filtrée.

Les individus étaient ensuite pipetés séparément et placés, a
raison de 5 pour 10 ml de milieu, dans des cristallisoirs de 20 ml contenant
les différentes dilutions de 1l'effluent § on comptait 5 cristallisoirs par
dilution. |

Les tests sur Carcinus maenas étant les premiers gque nous ayions

‘menés sur des larves de déoapodes, les conditions expérimentales différent
légérement de celles des tests suivants § le milieu est resté inchangé

pendant 3 jourse

Chaque jour, les zoés mortes étaient comptées et prélevées. On
ajoutait alors au milieu des oeufs d'artémies deshydratés ainsi que 0,2 a
0,5 ml de cultures phytoplanctoniques centrifugées & 2500 tours/mn pendant
10 minutese De cette fagon, la dilution du milieu n'était pratiquement pas

modifiée,

' Nous avons testé ainsi des dilutions de 1'effluent ainsi que celles

d'une solution faiblement acide renfermant la m8me concentration en fer

(12,5 &/1).

Les valeurs du pH au temps O, pour chaque dllutlon, sont donnees

“dans le tableau 9. ,

D I L UTIO W S

s o0 si w0 80 o0 o

2 L E ;
o 3 1/250 : 1/500 3 1/1000: 1/2000: 1/3000- 1/5000¢
THANN BT MULHOUSE : 3,4 ‘: 5,7 : 6,3 6,7 : 7,0 ‘§"7'2 :
REFERENCE EN FER  © 3,7 © 6,6 © 68 © T, 1 7,3 P o7,0 ¢

Tableaﬁ 9 ¢ Valeur du pH au temps O pour les différentes dilutions, en eau -
s ' de mer, de 1'effluent et de sa référence en fer. o

La flgure 1 (page11) donne les pourcentages de survie des stades I

“de- Carclnu° maenas exposés aux différentes dilutions des solutions testées

pendant 3 jourse : 7 ' o k ofscses
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On’peut remarquer toutkd'abord qu'au bout de 72 heures la survie
du témoin n'est pas totale puisque l'on constaiekuhe faible mortalité, soit
12 % de l'ensemble des individuse Néanmoinsg pour toutes les dilutions tesw
tées les pourcentages de survie sont inférieurs au témoin, aussi bien pour

le rejet que pour sa solution de références

Notons que 1l'on obtient, pour toutes les dilutions des deux
solutions, une mortalité supérieure au témoin mais non proportionnelle & la

teneur en effluent.

- Les larves prélevées aprés 3 jours montraient presque toutes une
forte adsorption d'hydrate de fer en particulier sur les épines rostrales
et au niveau des appendices j cette adsorption est trés variable d'un indivi-

du & l'autre pour une mé@me dilution.

Ainsi il semble que 1'état physique des particules intervienne,
soit en interférant avec la nutrition des organismes, soit en entravant leur
mobilité, puisque les résultats obtenus avec l'effiluent et sa solution en

sulfa-te ferreux sont pratiquement identiques.
On peut donc envisager, pour ce type de milieu chargé en fer parti-

culaire, des réponses trés variables d'un individu & 1l'autre, ce qui ne

permet pas de situer de fagon précise le niveau de toxicité du polluant.

3 - Larves de Palaemon serratus au stade II

Les m8mes dilutions de 1'effluent et de sa référence en fer ont &té

testées pour les stades II de Palaecmon serratuse Les milieux étaient renouve-

1és tous les deux jours, et la nourriture consistait en nauplii dtartémies

frafchement &close

. Les pourbentages de survie sur quatre Jours sont indigués dans
le tableau 10 (page 13)e '

/
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T : *oan Pog8n Pren P ogen
: 1/s000 100 ¥ 100 f 90 f 90 o}
: 1/o00f 95 * 95 ! 8 ! g5 f
: 1/2000 * 100 * 100 * 95 ! g @}
. THANN ET MULHOUSE . . . : .
: 1/1000 ; 100 7 100 8 . 70 :
: /0 P 100 P w00 P85 P o700
: 30 20 i oo P oo F oo
s 1/5000 ¥ 100 ¢ 100 : 8 : 8 ©
3 1/3000 2 100 ¢ 100 100 ! 8 °®
: 1/2000 * 100 * 100 * 100 * 85 P
! REFERENCE EN FER . : — . :
b : 1/1000 7 100 . 100 I 100 . 85 @
! /500 * 100 ' 100 * 94 * 70
: 1/20 1 o ¢! o !} o P o ¥

Tableau 10 ¢ Pourcentage de survie des larves de Palaemon serratus pour
les différentes dilutions de l'effluent et sa référence en fer.

Les mortalités, & la dilution 1/250, sont dues & 1'acidité du
milieu 5 en ce qui concerne les autres dilufions, les féductions,de survie -
enregistrées sont prdbablement dues 3 des facteurs dépendaﬁt des conditions
axpcrlmentales enﬁPoccurrence le oannlballsme 1ntraspec1f1que des 1arveq H
1orsque les mues ne sont pas synchrones, 1 1nd1v1du phy31olog1quement affai~

bli sert de proie & ses congénerese

C = Toxicité directe sur 4 espéces phytoplanctbniques

Nous avons suivi la multiplication Cellulaire de cultures éntrepo~

 sées dans une salle isotherme donmt la température ambiante est 20° + 10 Ce

Elles sont soumises & des périodes alterndes, d'éclairement et

d'obscurité, égales & 12 heuress o S L /
. K . ) . . ¢/ vosa
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Les dilutions sont effedtuées en eau de mer filtrée sur membrane
"Millipore" de 0,22 n et enrichie en milieu E., S. de PROVASOLI.

On ensemence 10 ml de dilution d'effluent par 0,5 ml d'un inocu~

lum prélevé en cours de croissance exponentielle sur une souche stérile.

Le nombre de cellules présentes dans le milieu aprés ensemence-—

ment est voisin de 250 OCO par mle

Pour chaque expérimentation, on prépare 4 tubes par dilution et

6 tubeg témoinse

La densité optique des cultures est mesurée & 530 nm tous les

deux jours pendant huit Jjourse

La croissance cellulaire est exprimée par 1l'augmentation de la

densité optiqgue des cultures en foncticn du tempse
On en déduit, pour les différentes dilutions d'effluent, les

pourcentages de réduction de croissance par rapport aux cultures témoins,

au bout de huit jourse

1 - Choix des espéces

Les quatre espéces phytoplanotohiques testées ont des caractéres
biologiques communse. Elles sont généralement euryhalines; thermophiles,

et présenteht une aire de répartition assez largee Nous avons retenu 3
2 flagellés ¢

- Isochrysis galbana : classe des Haptophyoeae,,ordré des Isochrysidales, .

- Dunaliella tertiolecta $ classe des Chlordphyceae, ordre des‘Volvocales,~

2 diatomées 3

~ Phaecodactylum tricornutum : classe des Bacillaribphydeae,
' ordre des Bacillariales,.

~ Skeletonema costatum : classe des Bacillariophyceae.

./.090
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2 - Résultats et discussion ; .
Les dilutions testées &taient de : 1/3000 - 1/2000 — 1/1000
et 1/5006

La proportion d'effluent dans le milieu est exprimée en terme de
dilution dans du milieu de culture Ee S; de PROVASOLI qui contient certains
sels influant a la fois sur la valeur du pH et sur la teneur en fer. Ce
milieu inclut en effet, sous forme de Fe(NH4)2 (804)2 ’ 6H20'et de FeCl3 ’
6H20 y 0,68 mg/1 de fer supplémentaire.

Les teneurs en fer ainsi que les valeurs initiales du pH sont

domnées, pour chaque dilution, dans le tableau 11

TENBURS EN FER

E E pH INITIAL g (/1) ;S
: 1/250.: 441 . 50,0 40,68 ]
: 1/500 * 6,1 25,0 +0,68 | :
! prLurIons  1/1000° 6,7 F12,5+0,68 |
: 1/2000 744 : 6,3 + 0,68 |
: 1/3ooo§ 7,9 : 444 + 0,68

Tableau 11 3 Concentrations en fer et pH initiaux correspont aux ,
: ‘ différentes dilutions de 1'effluent dans le milieu Ee Se de
PROVPSOLI. :

a) Phaeodactylum trlcornutum (flg. 2 page 16)

D T . T e

- Aux dllutlons 1/3000 et 1/2000, on note peu de dlfference de
croissance par rapport au témoine Au 1/1000 la reduotlon est faible (9 7)
au 1/500 elle est de 32 %e

La DLBO est donc inférieure & la dilution 1/500 ; il faut
cependantkremarquer que le pH, voisin de 6 au temps O, évolue rapidement

vers la neutralité.

./;sgs
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b) Skeletonema costatum (flg. 2 p%ge 16)

Les dilutions 1/3000, 1/2000 et 1/1000 ne présentent pas de
variations significatives de croissance par rapport a la culture témoins Au

1/500 la réduction de croissance est de 32 % comme pour Phaeodactylum

tricornutums

¢) Isochrysis galbana (fige 2 page 16)

Pour les dilutions supérieures au 1/1000 on ne constate pas
d'effet toxique mais, au contraire, une multiplication cellulaire plus impor-—

tante que celle du témoine

La réduction de croissance, au 1/500, est de 11 %e

d) Dunaliella tertioclecta (fige 2 page 16)

- me e e s s Sme mw e e mw ame

Les résultats sont ici comparables a ceux obtenué avec les
diatomées : aux 1/3000, 1/2000 et 1/1000, il n'y a pas de différence notable

avec le témoin 3§ au 1/500 la réduction de croissance est de 45 %.

Ces résultats font apparaltre une 1égére amélioration de la
croissance pour les dilutions maximalese La DL5O n'est pas atteinte au 1/500

ol 1a réduction de croissance varie entre 11 et 45 %e

Les resultﬁts obtenus pour les 4 espéces testées ont ote
rassembles d%ns la figure 3 (page 18). Pour plus de commodité les différentes
dilutions de l'ef,luept ont été exprimées par leurs(conoentratlons en’fer 3
& ces dernidres ont été associés les pourcentages de réduction de Croissanoe

et les valeurs des pH initiaux correspondents.

; L'examen de ces diagrammes nous permet de constater que l'aug—
mentatlon du pourcentage de réduction de cr01ssance est en relatlon gtr01te -

;avec 1'abaissement des valeurs du pHe

Les DLSO ne sont Jamais aiteintes mais semblent trés proches
des dilutions pour lesquelles le pH initialfest;VOisin de 6 et les téneurs en

fer supérieures 3 25 mg/l. o i ' /";
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i

¢ THANN et MULHOUSE. Pourcentages de réduction de croissance (hachures) et valeur

‘Fige 3 ‘
‘ 3 H au temps O (blanc) correspondants aux différentes teneurs ep fer de l'efflue

diluée La m—'50 est indiquée en pointillése -
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V Ainsi donc les reductlons de cr01ssance des cultures phyto—
planctonlques seraient soumises & deux facteurs

~ 1l'acidité initiale et sa vitesse de neutralisation pendant
la durée de la culture, k

~ la charge en sulfate ferreux aux fortes concentrations.

3‘- Conclusion
Le facteur preponderant, intervenant dans la toxicité des reJets,

vis~3~vis des algues testées, semble 8tre 1'acidité cependant dans la

mesure ol 1' hydroxyde ferrique preclplte a un pH encore bas, la turbidité

doit intervenir pour une part en pérturbant la croissance cellulaire.

Pour des dilutions supérieures au 1/2000 on constate une améliora—
tion de la croissance § des résultats similaires ont été obtenus par
KAYSER (1970) avec Phaeocystis pouchetie

Notons que, dans le milieuw naturel, les dilutions observées se
font en un délai assez court et sont suffisamment élevées pour que l'on puis—
se négliger, en dehors de la zone immédiate des déversements, la nocivité

due a 1l'acidité de lieffluente.

En revanche, on peut supposer que le phytoplancton, par ses hautes
oapa01tes d‘accumulatlon, peut concentrer et transporter certalns metaux
‘lourds contenus & 1'état de traces dans lveffluent. C'est ce que nous etuy

dlerons dans le dernler chap1+re.
: Oh peut aussi se demander si l'hydrate dé'fer rejeté en gfande

- quantité ne perturbera pas le developpement des nombreuses 1arves que 1'on -

rencontre dans le planoton marine C'est ce gue nous allons examlner.



III ~ ETUDE DE LA TOXICITE A L'EGARD DU DEVELOPPEMENT LARVAIRE

A - Acotion de dilutions de 1l'effluent sur le développement larvaire

de Palaemon serratus

1 = Expérience préliminaire

Les larves de Palaemon serratus ont été placées dans des cristalli-

soirs de 20 ml contenant 10 ml de milieu, aux diffirentes dilutions de
l'effluent et de sa référence en fere Le milieu était renouvelé tous les
deux jours et les observations (mues et mortalités) effectuées quotidienne—
ment, pendant 15 jourse

Cette premiére expérimentation, & raison de 4 larves par cristalii-
soir et 5 cristallisoirs par dilution, nous a montré que la mortalité était
imputable, le plus souvént, au cannibalisme intraspécifique et ne pouvait
signifier une influence du rcjet au cours du développements Aussi nous n'en

avons pas tenu comptee

En revanche, les pourcentages de mues, exprimés par le nombre
d'exuvies par rapport au nombre d'individus vivants, indiqueraient, dans
1'ensemble un décalage des périodes de mues comparativement aux témoinse

C'est ce qui ressort des tableaux 12 et 13 (pages 21 et 22)o

On remarque,,pour les dilutions de 1' effluent Thann et Mulhouse,
un décalage notable de l& période de&mue aux 10&me et 14éme jours par rapport

au témoine Cet écart existe également pour la solution de référence en fer.

Enfin au 15&me jour, les pourcentages de muesfont encore inférieurs
é‘100_pour toutes les dilutions § ceci supposerait un allongement de la pério~

de de mue pour les stades les-plus Bgése
Afin de faire‘la,part‘éntre la mortalité due au rejet et la

‘mortalité accidentelle nous avons réalisé une deuxilme expérimentation

: ‘pbrtant‘sur des larves isoléese

ofeves



pour les dilutions de 1'effluent Thann et Mulhouse.

- JOURS 1{124( 3 4l 5] 6 7 8 9 10 11 |12 13 14 15
: T ) ,‘ 3 lk 1 ¥ !
L . X | o : ; g i
STADES 11 vrr | or | orxoorrr) rriain|oTinfIIninv | TIDOIV [IIDNIV JIV LIV .V | IV WiV
' P ’ - r : ! ' ) X ' '
. ' i ‘ ! : ; ; e
i . + \ i i : " .
: ! ' - ; : . ' f :
o o o ‘ , ' : i S \
TEMOINS 100 {100 5 : 95 oo {100{ 86114 [ 9 :91 | 100]9 ‘10 [0 ,100| 0 ‘100{i00 {67 33 {0 ;100 {0 .100]
; ; ! : ) ; ‘ i ;
.- i E : i . ‘ X
' ) f \ : | ! X
, o ‘ 1 1 ) ; . - ; ' N
1/5 000 100 {100 ! 94100 | 100{100 : O | 7 ;93 | 100/100: O p2 @ 2810 ! 90100 100 ' O | 64:36}50 , 50
, i Tt . : ; ! o ' ; e
o * : ! : : : ' )
— — s ) : : ! : )
¢ 4 \ . 1 : ¢ : ot
. . X . ¥ . ! i } ‘ . ) 4 ] X y
1/3 000 {100 [100{ 0 1100 OO | 100}100 ol o 1100 | 100} 100* O 5 45| 0 100 {100 [100 L0} 891112, 88
. : ‘ : : N ) X : [ ¢ (I
o \ 4 . ‘ N 1 :
' * ! = — 3 ¥
X t ‘ { : i , : '
. 1 Sy 4 . t :
1/2 000 100 | 100 100 100 [ 100{100: O |16 ! 84| 100{100: O f2 : 58; O 5100 100 100 - O | 90,10 {13 ' 87
B 3 ; : | i :’ | % :
+ ———— i 1 1 . - ~d i . :
; v 1 ‘ X : : : )
B : ) ) 1 3 ) i e : . 1 v
. . C . o . . i R . . ¥ ' « N ] :
~1/1 000 100 }100 ‘100 jloo { 100{100 + © {17 | 83| 100}100: O [0 + 80f O .100 100 [i00 + O | 78: 22|23 * 77
' - ' ' ' ‘ ¢ 4 ' : . o .
; 3 ! R : : 1 !
' 1t U 1 : i . 1 . \ . .
1/500 100 {100 100 100 | 100}100+ 0O |10 . s0}100/100. 0 h5 : 85] 0 o0 }j100 100 - O | 5050 |34 , 66
. ) ' H t 4 ‘ 1 l %
' ' ' | ' \ . : : '
, Tableau'12ﬂf Expression journaliére des poufcéntages des différents stades larvaires de P. gerratus

e



nts stades larvaires de P, serratus

e) [Ts) ['a) [&) N
> o o~ ™ O o O
L ad . -~
5 £ ) N -~ - - = - e - - o - - -y —m
- UG U O e e -
Q.
= o [Te} tn o < (@]
o
. O o O L~ [ (@]
> - =
< - e ——— [ O Y J e - —— T
L
= Q (o] O ~— o
= o (@] o co [} (@]
o ™ Lt
o™
= o o (@] O o o
o - B i i b o fm ot o o wmo f . - .- -
A o~ (] o o (@} o
= \Xal ] o O (@] o
H — Lt Ll — Lt
o [®] (@] o (@] Q
al = o (@] (@] |®] o o
-~ o (@] Q (@] (@] o
- = (@] (@] [ < @] @]
[l — — ~— Ll -~ -
o o o (@] (] (@]
= o k
(= - ,
O PR, SV SO R FO e m - e ] m e e e
~— H
s Q Qo o (@] o
= (@] O (@] (@] (@] (@]
A ~ = ot -
= o (@] (@] (@] (@] o
L] -
o -y - U A [P - - - - o
= o Q o o o (]
4t [N o O o O Q
= Q o o o Q Q
e} = (&] Q (@] (@] (@] o
N e
= o O @] o o (@}
i o @ [N o Q o
™~ - e . T S P ORI OR [ ST o SN T TV [ -
= ) (@) (@) (@] o o
| 2 [aN) —
- .
H < o o (@] o o
O [ o mem = m mdvmfr e i b o mmm e v v i o md f o v o o | o e & e s
o Q o Q o
T_ \O (@) (& o] o o
— [so} - A - L= Aaad
; ; o) o) =) O o o
e = o @] o O Q (@)
Q Q o] fo) Q [&1S
< ] Ll - — — Lot -
= n N Q Q [T <t
— ) o] Q ) O\ [
— — )
;,3 .‘!...th;. D l!‘},tul‘l il.l.,»;lvlll BRI - e e e
i n ~— (@] O e O
A . . -
: o) o o) o o) o)
N el &} o . O o o O
et < o Lo = —
: o o ) . © o) o
e t— C o o - @) O O
«— o A o - —
. 5] , o
C <2} = Q Q. o o
n [£2] = (] . Q Q Q Q
PN . . o
O B 25} N N N ~. ~
el w2 B — — - - —

22

‘
ere

£

Expression journaliére des pourcentages des 4if!

Tableau 1%

- pour les dilutions de la référence-fer de Thann et Mulhouse,
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2 -~ Expérimentation sur des larves isolées

Nous avons choisi la concentration la plus forte qui ne manifeste
pas de mortalité notable soit la dilution 1/500 ainsi que sa référence en

fer.

Nous avons utilisé des cristallisoirs de 20 ml contenant 10 ml
de milieu et une larves Pour chaque dilution, 20 cristallisoirs ont 6té

employése

Ainsi pensions-nous coractériser de fagon certaine la réalité
d'une influence des rejets, et en particulier du sulfate ferreux, sur la
survie et la fréquence des mues pour les 5 premiers stades larvaires de

Palaemon serratuse.

Les résultats sont illustrés dans la figure 4 (page 24).

On note, qu'en regard du témoin, le plus grand nombre d'individus
contaminés ayant mué n'est observé qu'aprés un temps de latence d'un & deux
jourss Enfin on observe une persistance d‘'individus n'ayant pas mué, bien

aprés obtention du maximum de mues pour le stade suivant.

On observe une diminution de la survie pour les derniers stades
contaminés par la référence-fer, ce qui ne peut &tre expliqué que par un

facteur indépendant de la toxicité elle-méme.

Bien;que ces résultats'he‘soient pas trés nets, il semble que la
présence'de‘l'effluent, ou de sa correspondance en sulfate ferreux, entrafne
‘un certain blocage de la‘mue‘qui se traduirait par un allongement de la
durée normale de chagque stadeklarvaire‘par rapport au témoin. D'autre part,
i'impossibilité pour les larves de’se'métamorphoser,‘aprés'les 4 premiers

stades, entratnait dans la plupart des cas la mort des individus.

o/oves
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B « Action de dilutions de l'effluent sur le développement 1arvaire

de Portunus puber.

Les larves de Portunus puber ont été mises en expérimentation, 4

jours aprés 1l'éclosion, pour une durée de 20 jours j; le niveau de développe~-

ment correspondait alors au stade I1.

Nous avons utilisé des cristallisoirs de 20 ml contenant 10 ml

de milieu et 4 larvess On comptait 20 cristallisoirs par dilutione

Les dilutions tecstées correspondent & des teneurs assez faibles
(1/3000 et 1/5000) et de ce fait les pourcentages de survie sont peu affec—
tés par rapport & celui des témoinse

Les résultats sont exprimés dans la figure 5 (page26)-

En dépit de conditions expérimentales identiques & celles employées

pour Palaemon serratus (changement de milieu tous les deux jours), nous

ntavons pu éviter une mortalité naturelle importante au moment de la

métamorphose en zoé V et en mégalope.

L'observation journaliére des larves a montré unc forte tendance
a4 1l'adsorption d'hydroxyde ferrique, en particulier sur les épines du tégu~
" ment et les appendicese Ce fait avait déja été remarqué pour Carcinus

maenas § en revanche, on ne l'a pas observé chez Palaemon serratuse

, La figure 5 ne montre aucune modification importante au niveau
des stades II, III et IV § par contre le pourcentage de mues au stade V est

“inférieur, pour les deux dilutions, & celui des témoinse

"Enfin on observe une régression dans 1l'apparition des mégalopes
, g ) P e ]

pafallélemént é'l'augmentaiion de layoohcentration en»effluent.‘

En conClﬁSion il semble que les’lafves de Portunus puber se mon-

trent encore plus sensibles que celles de Palaemon serratus 3 en'effet,

pour des dilutions plus: importantes, des perturbations identiqués de la mue

larvaire planctonique sont observées.
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D'aprés les observations effeotﬁées chaque jbur, le ramollisse—
ment des téguments et la baisse d'activité, des individus au moment de la
mue, paraissent propices & la fixation de particules d'hydroxyde ferriques
Cet état doit g@ner considérablement 1'animal au moment de se défaire de son

exuviee.
Les dilutions testées étaient toutes proches de la neutralité

pH = 6,3 & 7,4)e Aussi les résultats obtenus permettent d'envisager 1'inter—
) 1)

vention de 1'hydroxyde‘ferrique dans le processus de la mue larvaire.

IV — ETUDE DE LA TOXICITE INDUITE

Nous nous sommes proposés de déterminer une éventuelle toxicité
par accumulation des métaux contenus dans le rejet étudié, aux différents

niveaux d'une chafne alimentaire.

En effet, on sait depuis la découverte du transfert et de 1'accumu-
lation d'éléments radio-actifs par les organismes marins, que les métaux
lourds peuvent &tre assimilés par le plancton et le necton; sans qu'il y
ait par la suite un retour intégral au milieu par excrétion. Dans ces condi-
tions, les teneurs trés faibles en certains métaux seraient susceptibles
d'induire; chez les animaux placés en fin devohaine'trophique, une cOncen;
tration élevée presentant un caractére toxiques Des expériences de ce type
ont deJa ete réalisées (AU'.BERT et coll., 1972). ‘ ‘

‘ Pour notre part nous étudierons 1' accumulatlon du fer et des
'traces de métaux contenus dans 1'eff1uent Thann et Mulhouse. Ces essals se
rapportent au phytoplancton, a un crustace planctonlque et 3 deux represen"~

tants du nectono
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A - Accumulation de métaux par le phytoplancton

1 - Accumulation du fer

Etant donné le rdle important du fer comme facteur limitant
pour la croissance des diatomées et son pouvoir d'adsorption sous sa forme
hydratée, il était intéressant de connaitre dans quelles proportions

1'hydroxyde ferrique &tait "fixé" etMassimilé" par le phytoplanctone

Cependant, les ieneurs‘fénoontrées étant trés fortes,,nous
nous sommes heurtés & des problémes de séparation et de filtration déja
cités par dlautres auteurs. HAYWARD (1969), dans une étude sur le rdle du

fer dans la croissance de Phaecodactylum tricornutum, mentionne la forme

colloidale prise par le fer présent dans le milieu ASPQ, et son adsorption
sur les cellules. Il en résulte, aprés centrifugation, une majoration des
teneurs trouvées par dosage & l'hydroxyde ferrique présent dans le milieu
est entratné avec les diatomées alors que les aufres mét aux, sous forme
ionique, restent dans le surnageant. Des constatations identiques ont été
faites par DAVIES (1970).

L'examen de cultures contaminées de Dunaliella tertiolecta

et de Phaeodactylum tricdrnutum, nous a conduit & faire les remarques

suivantes 3 , o

- quelques minutes aprés dilution du rejet testé dans l'ean
de mer enrichie en Ee Se de PROVASOLI, le milieu se colore en jaune ocre,
de fagon ‘relativement homogénes Environ 2 heures plus tard un floculat
brun rouge commence 3 se déposers Ce*preclplte reste & peu pres‘constani
‘en volume pendant la croissance. des diatomées, ,

~ aprés décantation des cultures et flltratlon du surnageant
‘fsuf'membrane "Mlll;pore" 5pon recueille un liquide également colore en
- Jaune foncé, | ‘ - ' . | '
o - une deuxiéme filtration é 0,45 u (1imite de l'état parti—‘
culaire) nous donne un filtrat limpide dont le dosage colorimétrique révéle
des teneurs en fer inférieures & 0,10 pg/ml. Les résultats sont exprimés
dans le tableau 14 (page 29). | |

./.,5
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¢ Qe

. ESPECES CONT AMINEES FER DOSE APRES FILTRATION

Isochrysis galbana

Phaecodactylum tricornutum

s o8 06’06 0 89 o6 26 se 8D 6 ev e oo
@8 06 06 w6 40 a6 64 @9 &b 8% o6 06 o0&
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Tableau 14 3 Teneurs en fer dans les flltrats de cultures contamlnees
o (pH = 7,6 ; concentration en fer = 4,4 mg/l).

I1 est manifeste que cette fraction restante caractérise

le fer soluble ou complexé par 1'EDTA présent dans le milieus

En résumé nous avons, présentes dans les cultures, diverses

formes de fer qui'sont énumérées dans le tableau 15

 MILIEU ~ CELLULES

9% ae_ ee ot

~ Fer soluble sous forme
~ ionique et complexé
-par L'EITA.

;;Fer‘particulaire‘:
~Fe(OH)3 formant un

- Fer adsorbé,; sous forme
de Fe(OH)

s w8 es _es w0

—~ Fer absorbé, sous forme
complexée, ilonique ou

s T, i : arﬁlculalre

précipité en équilibre. p °

- avec une pseudo~solutlon

. collofdale,

a6 &% 00 92 92 98 0 66 06 DI O 68 &0

"lee e6 %0 o af o6 o8 86 e

50 oo o6 o6 e €@ e o5

Tableau 1§ : Différentes formes de fer presentes dans le mllleu et les
; ‘ ’cellules d'une culture oontanlnee.;

; ‘Nous avons donc fenté, pour 1l'ensemble des dosages, d'éliminer
' la plus grande partie du fer précipité et de ne garder que les cellules
avec leur charge en fer absorbé et adsorbée La méthode employee oon51sta1t

essentlellement en filtrations sur membrane "Mllllpore"

ofoos ’.
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a) Méthode générale de separatlon des formes chlmlques du fer

e em e e e e mm T e wm me e ww e e G A wm Gm am wm e e e e e we

Pour chaque dosage les cultures ont été réalisées en deux

exemplaires aussi bien pour le témein que pour les échantillons contaminése

La dilution testée a été 1'effluent dilué au 1/3000 ce qu1

correspond & une teneur en fer égale a 4,4 mg/l.

L'expérience a porté sur le flagellé Dunaliella tertiolecta

et le temps de culture a été fixé 4 10 jours afin d'obtenir une densité
cellulaire maximalee Chaque &chantillon représentait 1 1 de milieu renfer-

mant environ 1O6~cellules par mle

Le 118me jour, les cultures étaient transvasées dans des
éprouvettes graduéegs de m8me contenances Aprés 30 mn de décantation le

précipité d'hydroxyde ferrigque se trouvait sédimenté dans un faible volume.

Le surnageant était alors récupéré et filtré sur "Millipore"
5 pe Le filtre était ensuite lavé avec une solution isotonique & base de
fermiate d'ammonium 045 N amené & pH 5, par de l'acide citrique, afin de

favoriser l'entrainement et la solubilisation du fer adsorbé sur les cellules.

, Nous avons procédé & une dcux1eme filtration sur "Millipore"
,45 (2 mals ltexamen microscopique du filtrat nous a montré que dans ce cas
on recueillait prlnc1palement de 1! hydroxyde excedentalre et quelques
: cellules de faible dlametre.

L'essentlel de 1a culture etalt retenu au cours de 1a premlere

flltratlon avee ellmlnatlon du fer partlculalre exoedentalre.
Les dosages ont été effectuds P

- sur les solutions de 1avage,

~ sur les flltres supportant les cellules.

e |
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b) Résultats et discussion

Les résultats obtenus sont exprimés en ppm du poids sec
(non calciné) de Dunaliella tertiolecta. Les valeurs sont représentées dans

le tableau 16

12 O 3 2

J— . BFFLUENT
: PS50 ]
E Fer cellulaire aprés lavage E 2 056 f 5k492 f
; : - . 1658 L 44
f Fer de la solution de lavage f - i g‘ggg f

Tableaw 16 3 Dosage du fer cellulaire, soluble et adsorbé, dans des
cultures de Dunaliella tertiolectas Les teneurs sont exprimées
en ppm du poids sece

Le fer dosé dans les cellules témoins provient essentielle~
ment de 1'assimilation du fer soluble présent dans le milieu de culturees On
peut donc considérer que le dosage donne uniquement les teneurs en fer
absorbée Par contre l¢ fer dosé dans les sclutions de lavage représente

1lc fer particulaire adsorbé sur les cellulese

‘ En retranchant des teneurs trouvées dans les cellules fil-
trées apres lavage, les valeurs rencontrées dans les témoinsy on peut avoir

‘une estlmatlon grossiere du surplus de fer dans les flagelles contaminése

 kaes calculs,'reallses en fonctlon de la moyenne des valeurs du tableau 16,

donnent une teneur excedentalre moyenne égale & 3094 ppme Cette majoratien,
comparée aux 1857 ppm de fer contenu dans le poids sec dcs cultures tem01ns,

ne met en . ev1dence qu'un falble enrlohlosement deo,oellules de De- ter¢101=cta

- en relailon avec la teneur en fer plus elevee dans le mllleu oontamlne 3
ien effet ai 1 on observe au niveau de ces. organlsmes, des teneurs 2 4 3 f01s '
~‘superleures a celles trouvées pour les témoins, il faut remarquer que la
~concentratlon en fer du milieu est env1ron~8 fois moins élevée pour les
témoins que pour lesg cultures'contaminées.,Les teneurs dans les milieux

de culture et les organismes sont regroupées dans le tableau 17 (page 32)e
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EFFLUENT

: g THWOINS 4 /3000 s
¢ Per total du milieu T 0,68 s 5,08 :
+ (Effluent + BESP) : (0 10 ,68):(4, 4o+o ,68)1
: ) H : *
: : t] 3
f Fer intracellulaire : 1 857 f 4 951 f

Tableau 17 : Teneurs moyennes en fer, en ppm, dans les cellules (en
poids sec) et dans les milieux de cultures

Remarquons toutefois que les teneurs en fer, dans le milieuw:
océanique, sont plus faibles (O a 0,04yppm) que dans le milieu de culture
utilisé (0,68 ppm)n De ce fait le dosage du fer dans les cellules témoins
ne tient pas compte des conditions rencontrées en mer ol le fer constitue

un facteur limitant la croigsance phytoplanctonigues.

Nous constatons une adsorption de fer particulaire a la
surface des cellulese Cette adsorption est comparable & ce qui a été obsgervé
pour les organismes zooplanctoniques. Pour les dilutions de 1'effluent
inférieures au 1/500 les particules d'hydrate de fer, nous l'avons vu
(flg. 2, page 16), congtituent un facteur 1mportant agissant sur la multl-
plication cellulalre~; par contre, pour les dilutions plus fortes, il
apparalt que le fer favorise nettement la croissance, ce qui confirme les
résultats obtenus par HAYWARD (1969) et DAVIES (1970)s

; En ce qui concerne les dlvers metaux, présents & 1'état de
traces dans 1t effluent, on peut craindre une- éventuelle accumul ation par
les organlsmes marlns 3 clest ce que nous allons envisager pour le zinc,

le cuivre et le cadmiume

2 - Accumulation du'zinci du cuivre et du oadmium

‘ Le prooede de flltratlon reste le m8me que pour 1e fer et
les dogages unt été effectués directement sur les cellules recuperees,‘sans

- lavage préalable par une solution complexante.

La dilution d'effluent testée reste la meme s 1/3000.

Jeves
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Sl 1'on tlent compte des teneurs en dlfferents metaux dosees
dans 1 effluent et le m111eu Ee Se de PROVASOLI (tnbleau 18) aingi que des
teneurs moyennes,renoontrees\dans 1'eau de mer ’(tableau 19) on obtient,
pour le rejet dilué et 1esycultures témoins, les concentrations données
dans le tableau 20.

: P omer * zine Pcurvee Gcanvrum®
: H : : : :
. . (pom) ¢ (ppm) | (ppm) , (ppm) |
: E. Se de PROVASOLI 3 340 3 20 10,15 & 0,15
: THANN et MULHOUSE : 12500 1 102,5 : 2,30 ¢ 0,40 3

Tableau 18 Teneurs en fer, 21nc, cuivre et cadmium trouvees, par dosage
spectrophotomét rique d'absorption atomlque, dans le milieu
Ee Se de PROVASOLI et 1'effluent Thann et Mulhouse.

: * rEr ¢ ozince Gcurves capmrum?

: H(mg/1) Pme/1) | (me/1)} (me/1)]

H : H H I H

* EAU DE MER * 0,00 *o,01 * 0,003 0,00011°
Tableau 19 : Teneurs moyennes en fer, zinc, cuivre et cadmium rencontrées

o dans 1'eau de mer (d'aprés RILEY et SKIRROW, 1965)e
‘ (La densité de l'eau de mer étant trds v0151ne de 1, 1le
mg/l équivaut prailquement au ppm). -

*ogme ! ocurvee Y cammrow G

. . (vom) o (epm)  (ppm) |

: TEMOINS T 0,050 1 0,00330 & 0,00041 3

s THANN et MULHOUSE 1/3000 s 0,0841 3 0,00406 s 0,00054 3

s } S S : s

Tableau 20 : Teneurs en zinc, cuivre et cadmium dans les milieux
- de cultures témoins et contaminése

dove
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Le dosage du zinc, du culvre et du cadmium a &té effectue
sur les cultures contamindes ainsi que sur les cultures tum01ns. Les

" résultats sont regroupés dans le tableau 21.

: . ZINC ! CUIVEE } cADwTuN ;.
: . (ppm) 2 (ppm) , (ppm) |
3 : : 3 ‘s
: TEMOINS T8 P o496 P (%) G
" THANN et MULHOUSE 1/3000 ° 328 % 54,6 °wp (%) °

Tableau 21 : Teneurs en zinc, cuivre et cadmium, exprimées en ppm de
poids sec, dans différentes cultures de Ds terticlectas

(%) ND = Teneurs inférieures au seuil de détection de 1'appareil (0,25 ppm)e

Les valeurs rapportées dans le tableau 21 ne permettehf pas

de mettre en évidence une accumulation des trois métaux pour De tertiolecta

par Papport aux cultures témoinse Remarquonsg d'ailleurs que les concentra-
tions en ces métaux, présents 3 1'état de traces dans 1'effluent brut,
sont ramendes jusqu'ad des terneurs ne modifiant guére celles rencontrées

naturellement dans le milieu marin, aprés dilution au 1/3000.

 Ainsi, dans les conditions expérimentales précédemment citées,
nous observons un accroissement modéré de la teneur en fer et une absence

‘d'accumulation significative des trois autres métaux étudiése

- B =~ Acoumulation de métaux par 1'intermédiaire d'une chaine pélagique

‘1 -~ Mode opératoire

Nous avons recréé en laborat01re une chafne allmentaare
simple permettant d'évaluer, a tr01s niveaux essentle]s du monde marin,

la concentration de plusieurs métaux.

ofooe
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Cette "chafne pélagique™ est composée‘de la fagon suivante 3

'a)'EcEeloE Ehztgplagcﬁogigug : Différentes espéces sont
cultivées, d'une part en eau de mer enrichie par du milieu Ee Se de
PROVASOLI diluant le rejet au 1/3000,et d'autre part en eau de mer enrichie
seulemenf en milieu,

Nous avons choisi 3 Phaeodactylum tricornutum, Dunaliella

tertlolecta, Gyrosigma spencerii et Platymonas suesicae

Les cultures é&taient conduites dans des barils de 251
comporiamt~une importante aératione Blles étaient utilisdes au bout de

10 & 20 jourse

b) Echelon zooplancionigue : Il est représenté par Artemia

Salina, petit crustacé de 1l'ordre des Anostracés, sous-classe des

Branchiopodes.

Les élevages étaient pratiqués en agquariums de 30 1 avec

une concentration en artémies adultes atteignant 100 individus par litree.

Chague aquarium recevait journellement 2 1 de cultures

1t émoins ou contaminéess

Aprés 45 jours, les artémies sont regroupees en lots de 100

200 1nd1v1dus et préparées en vue de la minéralisations

c) Echelon nectonlque Il est I@presente par Gasterosteus ;

aculeatus (eplnoche) 60 1nd1v1dus, par aquarium de 1, recevalent
~Journellement pendant un mois 180 artemles adultos témoins ou contamindes.
Un appoint allmentalre, constitué de daphnles sechees, était adjoint afin

‘d'ev1ter une . carence nuirltlve.

L'ensemble des individus. etalt pese en debu't et en fln d'ex—
périmentations Les poissons morts utalent preleVeS et pesés afin de corriger

1es estlmatlons sur la perte ou.le galn de p01ds total-;

e
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2 - Résultats et discussion

a) Artemia salina

Dans une premiére expérimentation, nous avons nourri des
artémies avec des cultures phytoplanctoniques réalisées dans une dilution
au 1/3000 de 1'effluent Thann et Mulhouses

Nous avons dosé le fer, le zinc, le cuivre et le cadmium
contenus dans ces crustacés. Les résultats, exprimés en ppm du poids sec,

sont donnés dans le tableau 22,

TENEURS EN PPM

: : FER ¢ ZINC ¢ CUIVRE : CADMIUM ¢
s Artémies ; ; - ;
: témoins : 760 : 108 : 3447 : 13,04 :
s Artémies 3 1136 3 56 ¢ 18,8 & 15,90
scontaminées s 1063 3 63 ¢ 17,0 ¢ 19,10
H : H H H H

Tableau 22 & Teneurs en fer, zinc, cuivre et cadmium dans les deux
séries d'he salina.

On remarqué seulement pour les artémies une oonoentraiion
en fer assez nettes D'autres expérimentations nous ont montré que, lorsque
les artémies étaient remises en milieu sain et nourries de phytoplancton
non contaminé, le dosage du fer révélait des tehéurs toujours inférieures -

3 celles obtenues avant la décontaminatione:

Cecl tlent au falt que 1e contenu du tube dlgestlf des orga~ k

nismes 1nterv1ent de fagon non negllgeable dans les dosages.
En éffet, les artémies absorbent'ndn seulement,les‘diaiomées:

cbntaminéés mais également de l'hydrokyde ferrique précipité sur le fond

des aquariumse
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I1 y a tout lieu de penser que l'assimilation intra-tissulaire
du fer n'est pas significative, ou du moins pas suffisante pour induire une

rétention importante chez les épinochese

Ainsi lorsqu'on utilise des animaux qui ne sont pas a jeun,
les teneurs trouvées sont nettement supérieures aux taux réels de fer contenu

dang les tissus d'artémiese

b) Gasterosteus aculeatus

Aprés 30 jours d'expérimentation, les épinoches témoins présentent
une légére augmentation du poids total, alors que les individus contaminés

& partir de la dilution au 1/3000‘de 1'effluent montrent une perte de poidse

Les résultats figurent dans le tableau 23

i : * THANN ET MULHOUSE °
? Poids total en  ° h :
. début d'expérience, 12,80 . 14442 .
P () ; : :
: Variation du poidsi f E
. aprés %O jours . + 0,015 i - 0,562 ;

Tableau 23 : Variation de poids des lots de Ge aculeatuse

Nos dosages ont porté sur le fer, le zinc, le cuivre et le
cadmiums Les résultats, exprimés en ppm du poids sec, figurent dans le

"tableau‘24.'

b : TENEURS EN PPM - :

3 : FER : ZINC : CULVRE : CADMIUM :

: Epinoches : 209 : 188 ¢ 6,8 1 2,5

: témoins o3 P 489 ; P 12,5 F -

s+ Bpinoches s 359 ¢ 203 ¢ 7,18 3 1,9 1

; f contaminées f 281 kf 197 f 10,2 ’3 f
Tableau 24 : Teneurs en fer, zinc,; cuivre et cadmium dans les deux lots

de Ge aculeatus.

e/ o
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kaes dosages ont également été effectuds sur la nourriture
d'appoint (daphnies séchées) apportée aux épinochess Ils ont donné les résul-

tats suivants ¢

Fer scecceceocoscossase 2091 ppm

ZiNne oveccocecscoamcescs 51 rpm
“CULVIe cesssncccscosne 0 ppm
Cadmium sosocecscsccsos 0 ppm

On peut donc considérer'oomme\négligeable 1'apport en métaux
lourds de la nourriture d'appoint. Seule la teneur en fef des daphnies est
quelque peu‘élevée (2 091 ppm)e Mais la part, prise par cette nourriture
d'appoint dans 1'alimentation des animaux, est si faible que 1'apport en

métaux lourds dans le milieu est négligeableo

Par ailleurs, il est a noter que les animaux témoins recevaient

également ce complément alimentaire.

On remarque donc une absence d'accumulation décelable, du fer
et des trois autres métaux testés, au niveau du 3éme échelon de la chafne
pélagique utilisée,kL'ordre de grandeur des teneurs rencontrées, pour les
espéces nectoniques, est comparable aux résultéis trouvés par d'autres

- auteurs (JAULMES et HAMBLLE, 1971 3 SEGAR et coll., 1971).

3 - Conolus1on
. On n'a donc enregistré, dans les expériencos décrites plus haut,

que des resultats negatlfs. 11 conv1ent cependant de remarquer qu' une duree

‘d'un mois d'experlmentatlon represente un court moment dans la vie d'organls~

 mes necton1ques.~

En‘effet des expériénoés Canadiennes'rapporfent 1'acfion
‘de solutions d‘hydroxyde ferrique totalement neutrallsees sur des animaux
dulgaguicoles (SYKORA et colle, 1972 a 3 1972 b 5 SMITH et coll., 1973)‘ Ces
_auteur5~ont mis én’évidence l'incidence des partioules ferriques sur la

croissance lors d'expérience portant sur une annéee Bien que des expérimen-

’e'/o‘o e
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taiions portant sur des dilufions faibles d'effluent, comme céliés que nous
avons testées, ne montrent aucune accumulation pour les différents métaux,
il reste néamoins que le fer peut transiter sous forme d'hydroxyde dans le
tractus digestif de‘planctontes. Cependant, la durée de ce transit reste

trés courte et n'apporte gqu'une dispersion supplémentaire des rejefs puisque

1'on ne trouve pas d'accumulation dans les tissuse

Ceci semble confirmer 1l'hypothése d'un recyclage du fer

par%lculalre dans 1'océan, tel que le congoit COOPER (1935).

V -~ CONCLUSIONS GENERALES

Au cours de cette étude nous avons délibérément fixé un plan
de travail se rapportant uniquement aux effets biologiques de 1'effluent

Thann et Mulhouse.

L'évaluation de la toxicité & court terme nous a amené 3 tester
1'influence du rejet sur un certain nombre d'especes mariness I1 s'en suit
une certaine disproportion dans l'importance des chapitres j en effet, avant
d’entreprendre 1'étude de la toxicité sur le développement larvaire ou de
1'accumulation de métaux le long d'une chainé pélagique, i1 était nécessaire
de fixer d'une part les seuils subléthaux,etkd'autre part les’faoteurs

 prépondérants intervenant dans le caractére nocif des rejets testés.

- Outre la determlnatlon des pouroentages de mortallte e,

 selon le cas, de réduction de cr01ssance,‘nous avons prOCede a des examens

‘biologiques Journallers pendant toute la duree des experlmentatlons, clest= -
a~-dire pour des perlodes de 4 3 8 jours en ce qui concerne la toxicité dlrec-
‘te, de 15 a 20 JOUTS dans le cas des developpements larvalres, et enfln

de 13 2 mois pour les chaines allmentalres.

‘ Les conCentrations,en,métaux dans les tigsus des organiSmés
ont fait 1'ohjet de nombreux dosages~utilisan£ une méthode analytique aisé~

‘ment reproductibles

:flg/;..~“
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La synth®se des constatations relevées au cours de cette

étude nous améne & formuler un certain nombre de conclusions ¢

1 ~ Au niveau de la toxicité directe sur différents organismes

benthiques et nectoniques il apparaft que 1l'acidité a un réle primordial 3

il faut cependant souligner que certains animaux parviennent & s'isoler

du m111eu hostlle et re51stent.

. Parmi les organismes planctoniques, Artemia salina accuse

1'influence de l'acidité du rejet mais il semble qu'un autre facteur inter—

vienne : le fer particulaire semble occasionner une géne physique notables

Des résultats comparables sont rencontrés au cours d'expériences

de toxicité aigu® sur leg larves de décapodes (Carcinus maenas etkPalaemon

serratus).

Le r8le de 1l'acidité, dans les mortalités contatées, est

confirmé pour les zoés de Ce macnas et les larves de Pe serratuse

L'adsorption de particules d'hydrate de fer est également
obgervée sur les téguments et les appendices des larves de Ce macnas e
L'influence de 1'hydroxyde ferrique adsorbé est mis en relief car les mémes
effets sé rétrouvent enkprésénce de 1'eff1uent dilué et de sa référénce en

fer’g ‘

L'lnfluence des partlcules d'hydroxyde ferrlque, sur le compor—

; tement de Mytllus edulis, a été étudié par WINTER (1972) La flltrailon

f des flooulats d'hydrate de fer provoque une augmentailon de la. productlon .
de pseudofeoes et, correlatlvement une perte de poids des 1nd1v1dus due‘

a une élévation de ta secretlon de mucuse En dehors de ces. effets mecanlques,
'auoun effet tox1que algu du fer n' a ete mis en évidences L'hypersécrétion

:  kde mucusya été également ‘notée ohez les Polychétes tubicoles (RACHOR, 1972);'

Au niveau des effets sur le phytoplancton, on constate que le
 kpouroentage de réduction de croissance augmente avec la diminution des

k’valeurs du pHe La DL5
(1/500 a 1/3000) mais elle semble proche de pH 6 et de 25 mg de fer
par lltre. o o o o ./-..Q'

n'est jamais atteinte pour les dllutlons testees
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Les réductions de creissance observéés, pdur‘lés espéces
phytoplanctoniques, seralent la résultante de 3 facteurs 3
' ' —1avﬂmminﬁiﬂedupm ;
~ la vitesse de neutralisation'de 1'acidité,

— la charge en sulfate ferreux aux fortes concentrations.

I1 faut cependant noter que, pour de fortes dilutions de
1'effiuent, on note une amélioration de la croissancee Nous retrouvons 13

le r8le du fer dans le milieu marin ol il représente un facteur limitant.

2 - BEn ce qui concerne les effets sur le développement larvaire
nous notons pbur Pe serratus un décalage de la période de mue pourkles
dilutions 1/500 de 1'effluent et de sa référence én*féro Au 15eme jour
le pourcentage de mue est encore tfés inférieur a celui des témoins pour
toufes les dilutions testées § ceci supposerait donc un allongement de la

période des stades les plus &gés.

Pour les larves de Portunus puber, comme pour Artemia salina

et les zoés de Ce macnas,on retrouve l'adsorption d'hydrate de fer sur
les téguments et les appendices. Des perturbations importantes de la mue

epparaissent pour les dilutions 1/3000 et~1/5000.

11 sembleralt que le fer particulaire g@ne ltanimal au moment

‘de se defalre de son exuvies

, I1 est & soullgner que touies ces perturbailons ont é&té
observees pour des a01d1tes redhltes ce qui pcrmet dvenv1sager 1'interven~-

“tion de l'hydrate de fer dans le processus de la mue larvaire. R

Des resultats s1m11a1res sur 1es 1ﬁrves de’ harengs ont ete
trouves par KINNE et ROSENTHAL (1967) en ce qul concerne un effluent compa~
‘ able '3 ces auteurs ont observe des modifications du developpement du com-

portement allmentalre et de la motlllte des 1arves.

; Des effets identiques ont &té notés & 1'égard de Gebius
‘pictus et de Solea solea par KINNE ot SCHUMANN (1968)e
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Avant de conclure sur les resultats de la tox101te de l'efflu;
yk\ent pour le developpement larvaire, il semble 1nteressant de clter les
‘travaux de GRICE et colle (1973)s En offet, & la suite de rejets en Baie

~de New York de res1dus identiques de la fabrication du dioxyde de tltane,
des études en labora toire, portant sur des copépodes et des échantillonna-
ges de zooplancton en mer, sont venues compléter les résultats de VACCARO

et colle (1972). |

: En ce qui concerne les essais en 1aboraioire, les dilutions
de 1'effluent étaient de 1/500, 1/1000 et 1/3000, pour des pH respectivement

de 3 O — 5,5 et 645 Les copépodes testés (Calanus finmarchicus, Temora

longicornis et Pseudocalanus spe) sont trés représentatifs du plancton

merine Les auteurs ont procédé & des tests de toxicité & court terme simu~
lant les valeurs de pH renbontrées par le zooplancton dens le sillage du
navire citernees Ils ont montré, qu'en dépit d'un comportement perturbé au
mbmént de l'exposition au rejet concentré, les individus testés ne mon-

‘traient plus aucun trouble aussitst aprés la dilution initiale.

Dans une expérimentation de plus longue durée (48 heures),
pour des concentrations constantes de 1'effluent, seules les
dilutions.1/400 (pH = 2,8) a 1/4000 (pH = 6,8) provoquaient une certaine
mortalité ;‘1es auteurs‘pre01sent toutef01s gque ces dilutions n'existent

que pendant un temps trés court dans le milieu naturel.

Pour des cxparlenoes 3 long terme (18 Jours), ces auteurs
' ont trouve uno 1nh1b1t10n de 1a reproductlon 3 la dllutlon 1/4000 3 au
1/5000 seuls les nauplll ctalent affeotése Les adultes ne montraient aucun’
“trouble en deplt des flocons d'hydroxyde ferrlque presents dans leur

  tractus dlgestlf.

Enfln 1 utlllsatlon, d*une part de solutlons acldes de refe—

’rence et d'autre part d'cffluent prbalablement neutrallse avec de la ooude,

‘fl'a montre que seule 1'acld1te 1ntervena1t dans la mortallte observee.

ons
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L'examen des planotontes, prélevés dans la zone de rejet‘
confirme les résultats obtenus en laboratoire. Les espédces trouvées corres—
pondent a celles enregistrées lors d'études préalables dans cette reglon.
Par ailleurs les observations ne montrent aucun abaissement numérique des
populations ou de la biomasse des zones polluées par rapport & des zones

témoinse

Ehfin aucune tendance significative des indices de diversité
ne vient suggérer un effet inhibiteur de la décharge vis-ad~-vis des communave

tés planctoniques présentes,

; Nos conclusions confirment 1'ensemble de ces résultats tant
au niveau de la toxicité directe gu'a celui de l'action sur le développement

larvairee.

Ainsi, pour des pH égaux ou inférieurs & 5,5, lorsque la
concentration en rejet reste constante, nous avons pu mettre en évidence

une certaine mortalité chez Artemia salinae

Par la suite, nous avons vu que le développement des stades

larvaires de décapodes peut 8tre inhibé par vlocage de la mue.

_ Enfin, l'utilisation de références ac1des nous a montré

le réle prlmordlal du pH dans les experlences de tox1c1te dlrecte.

Notons néanmoins que, si les adultes d'Ae salina ne présen—
taient auCun trouble aprés absorption d'hydroxyde ferrique de m@me que les
‘cépépodes adultes de GRICE et‘ooll;, il semble que les gtades 1afvaires

de Palaemon gerratus souffrent du desequlllbre ionique dll & 1a seule presenoe

du fer, pui quo les références fer aux mémes dllutlons que les rejets testes,f:

entratnent elles aussi un décalage de 1a perlode de mue,

3 - Enfin nous n'avons pas mis en éyidence, dens nos conditions

expérimentales, une queloonque tox101te induite le long d'une chaine

pélagique. s phytoplancton - artem1es - eplnoohes.

./
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A aucun niveau de ces maillons il n'est apparu d'accumulation

notable du zinc, du cuivre et du cadmiume

‘Les artémies ne semblent pas accumuler de fer complexé ou
soluble, mais servent de facteurs de transfert, si 1'on considére la charge
en Fe(OH)3 des contenus intestinaux § ces résultats confirment les hypo-

théses de COOFER (1935), an sujet du cycle du fer dans le milieu marine

L'obgervation des artémies montre des boulettes fécales char-
gées de fer particulaire j les expériences de "décontamination" ne font que

vérifier cette constatatione

; Ainsi, 1'élément majeur de ces rejets, le sulfate ferreux,
regte probablement sous forme particulaire d.e'Fe(OH)3 aprés hydrolyse,
et ne subit qu'un transfert par l'intermédiaire des organismes planctoniques,

sans phénoménes de concentrations

Ce comportement différencie le fer de certains métaux connus
pour leurs facteurs élevés d'accumulation par le phytoplancton et le

zodplanctone.

N Remarquons toutefois que les traces des troiskmétaux étudiés
sonf‘oontenues dans 1'effluent en quantitéS'ne dépassant guére quelques
PPMe Par la suite elles sont diludes jusqu'd des teneurs ne modlflant guere ;

‘celles rencontrees naturellement dans le milieu marine

o En ce qu1 concerne 1'influence de 1'a01d1te et des traces
de metaux, des dllutlons 1mmedla$es superleuros au 1/5000 sont souhaltables
et méme 1nd1spensables pour édcarter tout risque de tox1clte dlrecte

v1s—a~v1s des blocenoses marlnes.‘
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