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-~ ERRATA -

é
Sommaire, III PARTIE, Chapitrxe IV, §2.2.5., lire "...aux différents lots de daphni

p- 3, 16e ligne, lire "...dans la nature du fait de leur fabrication...”

p. 4, 10é ligne, lire " (Scientific Committggf..)“fv
p. 18, 6° ligne, lire "...AMIARD et AMIARD-TRIQUET, 1975...".
p- 18, 23é ligne, lire "CANTON et coll.(1975),(...),étudigng..“.
p. 21, Figure 1lc¢,:lire "Scenedesmus" aﬁ lieu de "chlorelles".
- p. 23, Tableau II, pour TERHAAR et coll. (1977), la fléche situé entre Poisson ét
Mollusque est & supprimer etra remplacer par un signe +.
p. 124, Rigure 21, échellé de gauche, lire "D.O. extrait"
p. 124, Figure 21, la légende des tracés est la suivante
B D.O. des extraits méthanoliques & 665 nm,
V¥ D.O. des extraits méthanoliques & 430 nm.
® Opaéimétrie & 665 nm.
0] Opacimétrié a.GiO nm.
p- 132, iSé ligne, lire 5,66 * 0,50 au lieu de 5,63 t 0,49.

p? 133, Tableau XVIII, Exp. N°6 :

- 4 J 10, lire Tx/j = 9,90 au lieu de 0,90.

il

_nhombre de jours de ponte, lire 18.7au lieu de 19.

- f - taux de reproduction, lire 5,94 au lieu de 5,68.

. 141, 11% ligne, lire
p- 14 :

...8quipé d'un four HGA-76...".

: p- 150, Figure 28, échelle de l'axe des y, lire " A - hauteur de pic ".

p. 165, Figure 36, échelle de l'axe des y, lire " d D.O.'103",
at '

o 184, 8é ligne, lire"O -0,1 ..Jﬂ
P- 184, 9§ ligne, lire‘f...é raison de 3 essais par dose.“f

o 185; 12é ligne, lire 1,75 mg Cd/1 par opacimétrie.

p. 199, Figﬁre 50, échelle de 1'axe aes Yy, lire "Cadmium dans algues en ng/mg"

p. 235, Figure 59b, échelle de l'axe des y, lire "Cadmium dans daphnies en ng/mg"
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INTRODUCTION



Cette recherche associe deux aspects complémentaires d'une
discipline en pleine évolution : £'Zcotoxicologie. Celle-ci bénéficie de
1'apport analytique et expérimental de la toxicologie dont le domaine
d'investigation est étendu & tous les étres vivants gr@ce & la contribution

de 1l'écologie.

La dégradation de 1l'environnement & laquelle on assiste
depuis quelques années constitue aujourd'hui un nouveau sujet d'inquiétude
pour tous ceux que préoccupent les problémes d'Hygiéne publique et de Pro-
tection de la nature. Les risques encourus par les différents écosystémes,
et 4 plus ou moins long terme par 1'homme, ont conduit les autorités na-
tionales et internationales a prendre des mesures législatives dans ce
domaine. Il suffit de rappeler qu'il existe déja une législation japonaise
en application, que les américains ont développé le programme TOSCA (Toxic
Substances Control Act), et que la C.E.E. recherche une harmonisation sur

le plan européen.

En FRANCE, en prévision de l'application de la loi du 12
juillet 1977, sur le contrdle des substances chimiques, la recherche de

nouveaux tests de toxicité s'est grandement développée.

C'est ainsi que nous avons essayé de mettre au point, dans
le laboratoire d'écotoxicologie du Professeur JOUANY & 1'U.E.R. d'Ecologie
de 1'Université de METZ, des tests de toxicité sur les chaines alimentaires

expérimentales, en milieu aquatique.

En effet, la contamination croissante des écosystémes par
les métaux, les pesticides et autres substances chimiques issues de l'acti-
vité de 1'homme, ainsi que leurs concentrations & travers les chaines ali-

mentaires ont entrainé des accidents écologiques plus ou moins importants,



notamment vis-&-vis des poissons, des oiseaux et des hommes. C'est la
cumulation du méthylmercure & travers les chaines alimentaires qui causa

la désormais célébre maladie de MINAMATA.

C'est pour tenter d'éviter que ne se reproduisent de tels
accidents et afin d'assurer une meilleure qualité de l'environnement, que
toute nouvelle molécule chimique devra présenter des garanties, sous 1'angle
de la toxicité et des potentialités cumulatives en decd d'un seuil déterminé

avant leur mise en circulation sur le marché.

Il faut donc concevoir de nouveaux tests de toxicité, qui
utilisent notamment plusieurs espéces, appartenant & différents niveaux tro-
phiques. La toxicité de nouvelles molécules pourra étre déterminée classique
ment sur chaque espéce, tandis que 1l'éventuel caractére cumulatif pourra étr
mis en évidence au dernier niveau trophique, par l'association de 2 ou

plusieurs espéces.

Nous avons choisi 3 organismes, faciles & élever au labo- |
|

ratoire et susceptibles d'appartenir & une méme chaine alimentaire d'un

écosystéme naturel.

Il s'agit d'une algue microscopique d‘'eau douce, unicellu-
laire, la chlorelle Chlorella vulgaris, qui constitue le premier maillon
de la chaine, celui des producteurs. Ces derniers sont en effet le point de
départ obligatoire de toute organisation d'@tres vivants. Cette algue sert

d'aliment & un crustacé, la daphnie Daphnia magna, constituant le niveau

des consommateurs primaires. Le consommateur secondaire est un poisson de
petite taille, 1l'able de HECKEL, leucaspius delineatus, qui occupe ainsi le

niveau terminal de cette chaine alimentaire dulgaquicole.

Nous avons cherché & vérifier 1l'utilité et l'efficacité de
cette chaine alimentaire, en étudiant sur elle les risques dus & un élément
déja bien connu, le cadmium, dont 1'importance dans l'environnement est dé-
montrée par sa présence ubiquiste et ses emplois dispersifs. Malgré certains
accidents chez l'homme et de grandes suspicions quant & ses potentialités
cumulatives, l'étude de sa toxicité vis-a-vis des écosystémes n'a été que p€

abordée.

C'est ce dernier aspect qui fait 1l'objet de notre travail.
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CHAPITRE I : L'ECOTOXICOLOGIE

Les différentes activités humaines ont utilisé trés tot les élé-
ments du monde minéral, dont notre technologie avancée a poussé i 1'extréme
1'exploitation, requérant ainsi d'importants besoins énergétiques pour la trans-
formation en produits finis. Cette énergie, l1'homme 1l'a d'abord trouvée dans la
combustion de matériaux fossiles, dont on sait les problémes toxicologiques
posés par la diffusion dans 1l'environnement des SO2, NOX’ COX et des poussiéres
afférentes. Actuellement, certains pays industrialisés s'orientent de plus en
plus vers une énergie obtenue par voie nucléaire, dont on n'ignore pas la contes:

tation qu'elle souléve.

Parallélement, depuis la fin du siécle dernier, 1l'ére chimique
dans laquelle nous vivons a vu se développer l'emploi de produits chimiques dans
les domaines les plus divers. D'usage ménager, agricole ou industriel, les |
principaux polluants sont les métaux, les pesticides, les hydrocarbures, les

tensio-actifs, les polychlorobiphényles et les phénols.

Qu'ils soient d'origine minérale ou organique, toute une série
de composés chimiques est ainsi disséminée dans la nature fait de leur fabrica- ‘
tion, de leur transport et de leur stockage, puis de leur utilisation et enfin
de leur élimination incompléte. Présents en trop grande quantité, ils peuvent
étre de ce fait responsables d'effets toxiques ou nocifs vis-a-vis de 1'homme

et de son environnement.

. En premier lieu, ils perturbent les équilibres plus ou moins
fragiles des écosystémes, et de leurs constituants dont la plu-

part n'ont pas la possibilité de s'y adapter rapidement.

. En second lieu, ils pénétrent dans les cycles biogéochimiques,

dont ils peuvent rompre certains maillons.

C'est ainsi que la crainte, puis la confirmation que les retom-
bées de 1l'activité de 1'homme offensaient la Nature et avaient en retour des
conséquences fécheuses, sinon tragiques pour lui, ont logiquement orienté les

recherches toxicologiques dans un nouveau domaine se rapprochant de 1'Ecologie,



a savoir {'ECOTOXICOLOGIE (TRUHAUT et JOUANY, 1977). |

Une premiére définition de ce nouveau domaine de recherches a t

été donnée au Congrés "Biologie et Devenir de 1'homme" (1974)

"L'Ecotoxicologie est La branche de La Toxdicologie qud étudie Les
effets toxiques provoqués parn Les substances naturelles ou pol-
Luants d'onigine synthétique sun £'ensemble des organismes vivank
animaux ou végétaux, terrestres ou aquatiques, constituant fa
biosphene” .

Une seconde définition a vu le jour dans le cadre du SCOPE

(Scientific Committe on problems of Environment)

"L'Ecotoxdicologie est concernie par Les effets toxiques des
agents chimiques et physiques sur Les organismes vivants, 5pé-
clalement sun Les populations et Les communautés a L£'inténcieun
des Gcosystemes et elle inclut Les interactions de ces agents
avec L'envinonnement et Leurs vodes de thansfent”.

Enfin, on peut citer une troisiéme définition plus générale
donnée par J.M. JOUANY au Congrés "Contamination des chaines biologiques”

(1978)

"L'Ecotoxdicologie est L'étude des effets de toute nature des
toxiques surn toutes Les esplces vivantes et Leuns organisations,
Leuns rapporits avec fa matiere inanimie, Leuns rapports entre
elles et avec L£'homme".

Parmi les divers milieux et les innombrables étres vivants peu-
plant la biosphére, les écologistes distinguent un certain nombre d4'écosystémes.
Chacune des ces unités fonctionnelles est constituée de l'association d'un

biotope et d'une biocoenose.
Le biotope représente la matiére inanimée accompagnée de tous
ses facteurs chimiques et physiques.

La biocoenose est constituée par l'ensemble des espéces vivante

trouvées dans le biotope considéré. Les espéces possédent entre




elles de multiples relations, parmi lesquelles la relation tro-
phique apparait comme la plus évidente. La somme de ces rela-
tions constitue un réseau composé de plusieurs chalnes trophiques
assurant la circulation de la matiére et donc le transfert
d'énergie entre les diverses espéces. L'Ecologie descriptive
classe celles-ci en quatre groupes trophiques différents : les
producteurs, les consommateurs primaires (ou herbivores), les
consommateurs secondaires, tertiaires, quaternaires (ou carni-
vores), les décomposeurs indispensables & la fermeture du

cycle de la matiére. L'association de deux ou plusieurs espéces
de chaque groupe constitue ainsi une chaine alimentaire ou

chaine trophique.

L'homme pouvant se trouver & des niveaux intermédiaires ou plus
souvent terminaux des chaines trophiques, et ayant des relations évidentes avec
le mondequi 1'entoure, on comprend que l'Ecotoxicologie rassemble les deux
aspects d'une méme réalité : risques écologiques sur la flore et la faune

d'une part, risques toxicologiques sur l'homme d'autre part.

C'est au niveau de ces deux composantes -biotope et biocoenose-
que 1'Ecotoxicologie étudie le devenir et les effets des agents physiques ou
chimiques. Cela implique évidemment une approche pluridisciplinaire afin
d'intégrer différentes notions. Sans entrer dans les détails, nous mentionnerons

ici celles qui nous paraissent les plus importantes.

(1) La nature, les propriétés physiques et chimiques des agents
toxiques ainsi que leur quantité effectivement dispersée
représentent les données fondamentales de toute étude éco-

toxicologique.

(2) L'émission, la dispersion, la persistance, la dégradabilité
abiotique ou les éventuelles transformations sous 1'influence
de la lumiére par exemple, les retombées des facteurs
physiques ou des substances chimiques sont les principaux

problémes & aborder au niveau du biotope.

(3) L'étude des effets toxiques sur les organismes vivants ou

les écosystémes constitue une part essentielle des recherches



€cotoxicologiques. On distingue généralement des effets

directs et des effets indirects.

®Les effets dinects affectent les espéces sans intermédiaire. Ce

espéces sont plus ou moins sensibles aux facteurs toxiques agissant par irra-
diation (rayonnement), par contact, par ingestion ou par inhalation. La gamme
des effets peut aller de simples perturbations comportementales & la mort de

tout ou partie des populations touchées (ou de leur descendance). A cet égard
l'estimation de la toxicité d'un agent vis-3-vis d'une espéce est une donnée

importante. Malheureusement, ces déterminations ne sont pas toujours comparabl
mais la mise au point de "test-standards" sur quelques espéces représentatives
de chaque niveau trophique permettra, dans l'avenir, de mieux classer les dif4

|
férents agents toxiques.

® Les efpets indirnects sont multiples et nécessitent 1'interven-

tion d'une espéce intermédiaire. A titre d'exemple, nous emprunterons & MOORE‘

(1967) quelques effets indirects des pesticides. |

. Une espéce peut étre affectée en se nourrssant d'une autre
espéce contenant déja une certaine quantité de 1'agent toxiqu
gui s'est accumulée dans cette derniére, soit directement a |

partir de son environnement, soit par l'intermédiaire 4d'une

autre espéce préalablement contaminéef Il en résulte un
transfert de 1'agent polluant d'une espéce & l'autre par le
biais de la nourriture, dont se soucie l'Ecotoxicologie. ComJ
pour les effets directs, les effets indirects peuvent aller

simples troubles éthologiques & la disparition d'une partie d

de toutes les populations concernées.

. Une espéce non affectée directement peut étre affectée par 1g
rupture des équilibres biologiques d'un écosystéme. Il peut Yy
avoir manque de nourriture, disparition de concurrents ou de
prédateurs, élimination de saprophytes ou tout simplement

manque d'abris.

*Dans cette étude, Le teame "contamination" désdigne La présence d'un agent
chimique. En cas de présence d'un agent bactérnien, on parlera alons de coy
tamination bactéirienne.




(4) L'étude des possibilités d'adaptation des organismes aux
milieux toxiques (mise en place de mécanismes nouveaux,
induction enzymatique, phénoméne de résistance), ainsi que
la détermination des concentrations sans effets de toxiques
dans les écosystémes sont également des questions importante

sur le plan écotoxicologique.



CHAPITRE II : LA CONTAMINATION DES CHAINES BIOLOGIQUES

1. DEFINITION OU TERMINOLOGIE '

Il convient tout d'abord de définir et de développer un cer
tain nombre de notions plus ou moins explicites par les auteurs, provoquant de

ce fait une certaine confusion.

(1) La bioaccumulation ou accumulation biologique représent

=

la capacité d'un organisme & accumuler un composé & partir de son environnemen
et celd par tous les moyens possibles (ISENSEE et coll., 1973). Equivalente a
celle de bioconcentration ou concentration biologique employée par RAMADE (197

|
|
cette notion d'accumulation ou de concentration mérite d'étre précisée plus
avant. On peut ainsi définir une "bloaccumulation directe", par opposition a u

|

"bioaccumwlation indirecte”.

. La biocaccumulation directe, terme déja utilisé, mais non
défini par TERHAAR et coll. (1977), désigne la capacité d'un organisme a accu-
muler un composé A partir du milieu ; celui-ci étant pris dans son acception

abiotique, par exemple : l'eau, le sol, l'air.

. La biocaccumulation indirecte est la capacité d'un organisme
a4 accumuler un composé & partir de la nourriture, c'est-a-dire des niveaux

trophiques inférieurs.

On en vient tout naturellement & définir ainsi une "bioaccu
mulation totale" représentant les deux voies de biocaccumulation ci-dessus

définies.

Cette capacité d'accumuler se traduit quantitativement par
calcul d'un factewr de concentration ou d'un facteur de transfert, fréquemment
utilisé en radioécologie, mais qui peut s'appliquer au domaine des pollutions
chimiques. Par exemple, en milieu aquatique, BITTEL et LACOURLY (1970) le

définissent comme suit :




concentration en g de polluant par kg frais d'organisme
concentration en gyde polluant par kg d'eau

Cette notion a ensuite évolué, et AUBERT et coll. (1972), reprenant les tra-

vaux de divers auteurs, la définissent ainsi

concentration dans 1l'unité de poids de l'organisme frais
concentration dans la méme unité de poids d'eau

F =

Ce facteur est supérieur &4 1 pour la plupart des éléments. Mais il est évidem-
ment trés variable suivant 1'espéce, 1'élément considéré et de nombreux autres

paramétres tant physico-chimiques que biochimiques (BITTEL, 1973 a,b).

Dans ce travail, les facteurs de concentration n'ont pas é&été
calculés sur cette base, car il est difficile, pour certaines espéces, de défi-

nir une concentration en poids de matiére fraiche. Les facteurs de concentration

obtenus représentent donc le rapport de deux concentrations et non une donnée

absolue indiquant que le composé étudié concentre ou non.

Du fait des trois types de bioaccumulation ci-dessus pré-
sentés, il s'avére nécessaire de définir trois facteurs de transfert différents

(LILLELUND, 1974) :

. un facteur de transfert total qui est le rapport de la
concentration trouvée dans l'organisme & la concentration trouvée dans le mi-

lieu et qui traduit 1l'accumulation & partir de la nourriture et du milieu,

un facteur de transfert indirect, traduisant 1'accumula-
tion due & la nourriture et qui pourrait se calculer, par exemple, comme le
rapport de la concentration du toxigque retrouvé dans deux niveaux trophiques

successifs,

. un facteur de transfert direct traduisant 1'accumulation
due au milieu uniquement qui se confond avec le facteur de transfert total
pour les organismes autotrophes (producteurs) ou pour les autres niveaux tro-

phiques, lorsque ceux-ci sont étudiés de fagon isolée.

Cette distinction s'avére inutile pour les échantillons pré-
levés dans la nature, car on y détermine uniquement le facteur de transfert

total, sans pouvoir faire la part relative de la nourriture et du milieu.
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(2) La biomagnification ou magnification biologique que 1'on

appelle encore amplification biologique indique, selon ISENSEE et coll. (1973),
gu'un composé se concentre dans les chalnes biologiques avec une nette augmen-

tation des concentrations dans les tissus des niveaux trophiques successifs.

Cette notion nous semble floue, car on peut se demander ce
gue représente une augmentation "nette". Signifie-t-elle une augmentation signi-
ficative au sens statistique ou représente-t-elle un facteur de transfert
suffisamment élevé entre deux niveaux trophiques successifs, et dans ce cas,

a4 partir de quel degré y-a-t-il effectivement biomagnification ?

Caractéristique du comportement d'une substance, la notion
de biomagnification semble donc s'opposer a celle de "biodZgradation", définie
par GILBERT et WATSON (1977) comme é&tant la "dégradation moféculaire nésultant
de 2'action complexe des organismes vivants". Mais il nous parait nécessaire
de qualifier le comportement d'une substance qui ne serait ni 1l'un, ni 1l'autre,
se caractérisant ainsi par des concentrations équivalentes dans les différents

niveaux trophiques. Un tel phénoméne pourrait &tre ainsi appelé "bloparniteé”.

2. LA BIOACCUMULATION DIRECTE

I1 semble que la plupart des &tres vivants ait, & des degrés
divers, la possibilité d'accumuler directement certains composés chimiques. Ce
phénoméne existe évidemment & 1l'état naturel. Par exemple, dans l'eau de mer,
le fucus et les laminaires concentrent l'iode, le calmar concentre le vanadium

et la coquille Saint-Jacques concentre le cadmium.

Ce phénoméne est particuliérement visible chez les produc-
teurs, riches en lipides. RAMADE (1977) souligne que "ce sont de véritables
concentrewrs biofogiques, capables de pomper Littéralement Les trhaces Lnfimes
d'agents polluants présents dans Les s0ls ou dans Les eaux, voire L'atmosphere
(cas des Lichens) et de Les accumuler dans L'organisme'. Mais il existe des
espéces capables de concentrer certains agents chimiques aux autres niveaux des

chaines alimentaires.
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Du fait de leur mode de respiration ou des caractéres de
perméabilité du tégument, les poissons accumuleraient directement, par 1'inter-
médiaire des branchies ou des glandes muqueuses cutanées. En raison de leur
comportement alimentaire, nous pouvons également citer les vers de terre, ou
bien certains crustacés et mollusques filtreurs. Par ailleurs, les organismes
de faible dimension, caractérisés par un grand rapport surface/poids ont

davantage de chances d'accumuler (bactéries, algues microscopiques...).

Cette bioaccumulation directe peut &tre inoffensive ou bien
peut engendrer des dommages physiologiques plus ou moins graves pour les espéce
considérées ou pour leur descendance. A cet égard, il faut distinguer la notion

de toxicité de celle de biocaccumulation.

La bioaccumulation d'un composé peut étre détectée, soit
par certaines de ses propriétés physico-chimiques, soit par des "fests biolo-

giques".

Certaines propriétés physico-chimiques d'une substance
(solubilité dans 1'eau, coefficient de partage entre l'eau et 1l'octanol d'une
part, ou l'eau et 1'HB-307 -graisse synthétique- d'autre part, capacité & se
complexer ou a se chélater) peuvent donner une premiére indication sommaire

sur les possibilités de bicaccumulation directe d'une substance considérée.

Les tests biologiques ont une valeur plus absolue. Ils
peuvent é&tre réalisés sur une ou plusieurs espéces appartenant i divers niveaux
trophiques et & divers milieux. On congoit ainsi que ces tests peuvent é&tre
nombreux, mais ils ont 1l'avantage de permettre d'étudier 1'évolution du phéno-

méne de bioaccumulation directe en fonction du temps et de montrer la dynamique

de la fixation, de 1'adsorption ou de l'absorption du composé. Par ailleurs,
ces tests permettent d'étudier le phénoméne inverse, celui d'élimination en
fonction du temps, ainsi que les éventuelles transformations ou métabolisations

au demeurant variables selon les &tres vivants envisagés.

En définitive, la biocaccumulation de certains agents pollu-
ants représente un danger potentiel important, non seulement pour l'espéce

accumulatrice, mais surtout parce qu'elle peut &tre le point de départ d'une

bioaccumulation indirecte pour les niveaux trophiques supérieurs.
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3. LA BIOACCUMULATION INDIRECTE

La biocaccumulation indirecte, c'est-a-dire induite par la
nourriture, se confond avec la bioaccumulation directe pour les &tres auto-
trophes. Par contre, pour les atres hétérotrophes, la biocaccumulation indi-

recte se fait par la voie digestive.

Elle dépend évidemment et étroitement des concentrations
accumulées dans les espéces servant de nourriture 3 un niveau ou & un autre,

et donc de la biocaccumulation directe des niveaux inférieurs.

Certaines espéces paraissent plus exposées que d'autres,

en particulier :

. les espéces se nourrissant d'un nombre limité d'espéces

courent en principe des risques supérieurs,

. les espéces appartenant aux niveaux les plus élevés des
chaines trophiques sont exposées A un risque supérieur a
celui des espéces des niveaux inférieurs. Transmis d'un
niveau a 1'autre, le polluant se retrouve a4 des concentr
tions d'autant plus élevées que le polluant est stable

et que la chaine est longue.

C'est ainsi, qu'en milieu aquatique, ol les chaines tro-
phiques sont généralement plus longues qu'en milieu terrestre, ont été relevd

la plupart des accidents.

3.1. Quelgques exemples d'accidents écologiques

Entre les années 1949 et 1957, le CLEAR-LAKE, situé en
CALIFORNIE, fut traité & plusieurs reprises au D.D.D. (dichloro diphényl-dic]
roéthane) encore connu sous le nom de T.D.E. En effet, un petit moucheron
(Chaoburus astictopus), bien qu'inoffensif, pullulait sur ce site, et incom-
modait les baigneurs. Aprés traitement, on constata que la colonie de grébes

(oiseaux piscivores) subissait une véritable hécatombe, passant de 1000 a 60
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Les survivants étaient pour la plupart stériles. Compte-tenu de ces obser-
vations, HUNT et BISCHOFF (1960) ont reconstitué la chaine trophique menant a

ces oiseaux et ont dosé l'insecticide aux différents niveaux. Ils ont trouvé

. 0,014 ppm dans 1'eau

. 5 ppm dans le phytoplancton

. 7 & 9 ppm dans les poissons planctonophages

. 22 & 221 ppm dans les poissons prédateurs

. 2500 ppm dans les graisses des grébes, soit un facteur de

concentration de 178 500 par rapport aux eaux du lac.

Ce dernier niveau est de loin le plus riche en toxique, ce
qui explique les effets observés dus & 1l'apport toxique par la chaine trophique

et & l'apport constant du milieu qui aggrave encore le phénoméne. De manoeuvre

bégnine au départ, le phénoméne exponentiel rend les événements cataclismiques.

L'homme intervenant comme consommateur final peut étre aussi
le révélateur de la contamination intempestive de la biosphére par la techno-
logie moderne. Ainsi, la mort de 43 personnes et l'invalidité de plusieurs cen-
taines d'autres & MINAMATA au JAPON, ont montré le danger que représente la
concentration du mercure dans les chaines trophiques, par suite de la faible
biodégradabilité de certains de ses dérivés, particuliérement du méthylmercure,

cause de ce que l'on appelle la "maladie de MINAMATA".

Présent & une concentration inférieure a O,1,ug/l dans 1l'eau
de mer, ce composé atteignait 50 mg/kg (de matiére séche) dans les poissons de
la baie, soit un coefficient de concentration de 500 000 fois entre l'eau de

mer et la nourriture des pécheurs de cette région.

A NIIGATA, dans une région trés éloignée de MINAMATA, on
releva la méme maladie avec 5 morts sur 30 personnes atteintes. Ces personnes
consommaient de grandes quantités de nourriture provenant de la riviére AGANO

dont les eaux recevaient les effluents d'une unité de synthése d'acétaldéhyde.

De la méme fagon, on a observé chez les habitants du bassin

de la riviére JINTSU (centre-nord du JAPON) une maladie inconnue, atteignant
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plus particuliérement des femmes multipares d'dge miir, et caractérisée par de
violentes douleurs au dos et des membres inférieurs, d'ou le nom de la maladie
"(tal-4ital" (en japonais : violentes douleurs), qui lui a été donnée. On dénom-
brait ainsi, en 1968, une centaine de morts sur plus de 200 personnes‘atteintes
Cette maladie était causée par une grande consommation de riz riche en cadmium,
alliée & une déficience en calcium et en protéines. Les effluents d'une mine de
zinc se déversaient dans les eaux de riviéres utilisées pour irriguer les ri-
ziéres. On a ainsi trouvé 10 fois plus de cadmium dans le riz de cette région

que dans le riz des autres régions du JAPON.

A la suite de ces accidents, les enquétes hydrobiologiques
et écotoxicologiques "in situ" se sont développées afin de fournir une estima-
tion de 1'état de contamination d'un ou plusieurs niveaux trophiques des
écosystémes naturels (BUTLER, 1969 - ACKEFORS, 1971 - UI, 1971 - ZITKO, 1971 -
RISEBROUGH et DE LAPPE, 1972 - PEDEN et coll., 1972 - ANDERSEN et NEELAKANTAN,
1974 - BOUQUIAUX, 1974 - HOLMES et coll., 1974 - LINKO et coll., 1974 a,b -
PETROCELLI et coll., 1974 - ZITKO et coll., 1974 - KOEMAN et coll., 1975 -
MARTIN et BROENROW, 1975).

3.2. Quelqgues exemples d'enquétes "in situ"

KORSCHGEN (1970) a montré, dans une zone cultivée du sud
des ETATS-UNIS, la capacité de biomagnification de l'aldrine (1,2,3,4,10,D~hexa-
chloro-1,4,4,5,8,8-« hexahydro-1,4-endoexo-5,8-diméthanonaphtaléne). Il a
trouvé 0,08 ppmdans les sols, 0,56 ppm dans les vers de terre, 2,31 ppm dans
les crapauds et 10,5 ppm dans les serpents, soit un facteur de concentration

supérieur a 100.

Dans un écosystéme aquatique (lac MAJEUR), RAVERA et coll.

alors que certaines plantes aquatiques submergées contiennent de 1,06 a 3,02 pp

de cadmium.

(1974) ont trouvé une concentration moyenne de 0,28 ppb de cadmium dans l'eau,J
|
|
|

MATHIS et KEVERN (1975) ont recherché la concentration ‘

moyenne de cadmium dans plusieurs constituants du lac WINTERGREEN (sud-ouest

du MICHIGAN). Ils ont trouvé 0,9 ppb dans l'eau ; 1,85 ppm (poids frais) dans ‘
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les sédiments ; de 0,04 & 0,29 ppm (poids sec) dans les plantes aguatiques
submergées ; 0,40 ppm (poids sec) dans le zooplancton ; de 0,03 & 0,04 ppm
(poids sec) dans les poissons prédateurs ; 0,53 ppm (poids frais) dans les

feces des oies cendrées.

Bien que BUTLER (1973) souligne les problémes que posent lec
résultats de telles études : variations entre les espéces, entre individus en
fonction de 1'age, des saisons, et du lieu de prélévement, ces observations
"in situ" sont néanmoins nécessaires, car elles suscitent les tests expérimen-
taux de laboratoire, tout en leur servant de cadre de référence et de contrdble

ultérieur.

3.3. Les modéles de chaine alimentaire aqguatique

En milieu aquatique, de nombreux auteurs ont étudié la to-
xicité d'une substance donnée sur une espéce ou sur plusieurs espéces prises
isolément. Par contre, peu d'auteurs ont mis au point des tests d'écotoxicité
regroupant deux ou plusieurs espéces, et permettant de mettre en évidence les
possibilités de transfert et de concentration d'une substance chimique a tra-

vers les chaines alimentaires.

Les premiers travaux effectués aux ETATS-UNIS datent des
années 1960 et sont le fait de spécialistes de radioécologie (TOWNSLEY et
coll., 1960 - HOSS, 1964 - OSTERBERG et coll., 1964). En effet, ce sont sur-
tout les possibilités de concentration des radionucléides qui ont préoccupé
les organismes de recherche et les administrations. En EUROPE, c'est en miliet
marin que les premiéres expérimentations ont été faites par AUBERT et coll.
(1970) sur divers effluents industriels. Ces travaux, et quelques autres qui
ont suivi, ont été effectués avec du matériel relativement simple. Par la
suite, plusieurs auteurs ont proposé des modéles de plus en plus compliqués
faisant appel & du matériel original ou spécialement congu & cet effet (MET-
CALF et coll., 1971,1975 - LU et coll., 1975 - ISENSEE et JONES, 1975 - MARTY
et coll., 1977 - TERHAAR et coll., 1977 - JOUANY et coll., 1977).
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Actuellement, une premiére distinction peut &tre faite
entre les études effectudes sur microécosystémes et celles effectuées sur

chaines trophiques expérimentales.

L

(1) Les microlcosystimes (ou microcosmes) se caractérisent

par une enceinte expérimentale unique regroupant plusieurs niveaux trophiques
prélevés ou non dans la nature, que l'on introduit ou non au méme moment et

qu'on laisse évoluer pendant une durée variable.

@ L'introduction simultanée des différents niveaux trophiques
ne permet guére de quantifier les échanges trophiques d'un niveau a 1'autre.
Proche des essais en vraie grandeur effectués sur des volumes beaucoup plus
importants et avec un nombre d'espéces bien supérieur (VAAJAKORPI et SALONEN,
1972 - THOMANN et coll., 1974 - MIURA et TAKAHASHI, 1975 - NORLAND et MULLA,
1975). Cette méthodologie permet en général de faire uniquement un constat

global 4 la fin de la période de temps considérée.

® Les auteurs se sont plutdt orientés vers une introduction
des niveaux trophiques échelonnée dans le temps, permettant de mieux contrd8ler
les échanges trophiques (METCALF!et coll., 1971, 1975 - LU et coll., 1975 -
ISENSEE et JONES, 1975 - SAWARD et coll., 1975).

|

Quelque soit la méthode adoptée, de telles études nécessi-
tent un milieu commun aux différentes espéces et des conditions répondant aux

exigences moyennes des différentes espéces réunies.

(2) Les chaines thophiques expérimentales se différencient

des précédentes par le fait que les espéces sont élevées dans des enceintes
séparées, ce qui oblige généralement l'expérimentateur & intervenir pour
nourrir les différents niveaux par les niveaux inférieurs (BUTLER, 1969 -
AUBERT et coll., 1970, 1972 - LOWE et coll., 1972 - MASHIKO et coll., 1972 -
MORGAN, 1972 - REINERT, 1972 - AMIARD et AMIARD-TRIQUET, 1975 - CANTON et
coll., 1975 - LOCK, 1975 - PETROCELLI et coil., 1975a, b - YOUNG, 1975 -
PATRICK et LOUTIT, 1976 - FOULQUIER et coll., 1977 - BAUDIN, 1977 - MARTY

et coll., 1977 - TERHAAR et coll., 1977 - JOUANY et coll., 1977). Cette
méthodologie permet de quantifier et de contrdler un nombre

de paramétres beaucoup plus grands . De plus, chaque
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unité d'élevage peut 8&tre adaptée aux exigences écologiques de chaque
espéce. Le fractionnement en plusieurs unités offre, en outre, la possibilité
d'intervenir sur un niveau trophique ou son milieu, sans pour autant perturber

la totalité dusystéme.

Une seconde distinction importante peut étre faite sur les
différentes méthodologies proposées. Elle repose sur le mode de contamination

étudié.

(1) De nombreux auteurs ont choisi d'étudier la contamina-
tion appontée pan La nounriture (BUTLER, 1969 - LOWE et coll., 1972 - MASHIKO
et coll., 1972 - MORGAN, 1972 - REINERT, 1972 - AMIARD et AMIARD-TRIQUET, 1975

YOUNG, 1975 - PETROCELLI et coll., 1975 a, b - PATRICK et LOUTIT, 1976 -
FOULQUIER et coll., 1977 - BAUDIN, 1977 - MARTY et coll., 1977 - JOUANY et
coll., 1977. La substance est d'abord mise en contact avec le premier niveau
trophique étudié pendant une durée variable (de 24 heures a 10 jours). Cette
période permet & la substance de s'accumuler. Le milieu de culture contaminé
est ensuite &liminé et les organismes sont lavés & plusieurs reprises pour
étre, soit consommés de suite, soit stockés en vue de leur consommation ulté-
rieure par le deuxiéme niveau trophique choisi. Ce faisant, les organismes
situés & ce niveau ne sont contaminés que par la nourriture, vecteur de la
substance, puisqu'on n'en introduit plus dans le milieu. Néanmoins, il peut
y avoir une certaine désorption de la substance étudiée dans

le nouveau milieu . Pour cela, il faut diminuer au maximum le temps de
séjour ou, sincn, éviter que la concentration de substance dans le milieu ne
devienne trop forte. Cette méthodologie peut, en principe, s'appliquer, soit
a une chaine simple, composée de 2 niveaux trophigues seulement, soit a une

chaine compléte & plusieurs niveaux.

® Dans le cas d'une étude portant sur 2 niveaux trophiques,
le premier niveau peut é&tre choisi parmi les producteurs (MORGAN, 1972 -
PETROCELLI et coll., 1975 a — YOUNG, 1975), les consommateurs primaires
(BUTLER, 1969 - PETROCELLI et coll., 1975 b), les consommateurs secondaires
(LOWE et coll., 1972) ou encore parmi les décomposeurs (PATRICK et LOUTIT,

1976) .
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On peut ainsi étudier une chaine compléte par paires succes-

sives : producteurs —= consommateurs primaires, puis consommateurs pri-

maires —» consommateurs secondaires, enfin consommateurs secondaires —s con

sommateurs tertiaires.

L'étude peut également porter sur plusieurs niveaux tro-
phiques (MASHIKO et coll., 1972 - REINERT, 1972 - AMIARD et AMIARD et TRIQUET,
1975 - FOULQUIER et coll., 1977 - BAUDIN, 1977 - MARTY et coll., 1977 -

JOUANY et coll., 1977). La méthodologie suit le méme principe que précédemment

le deuxiéme niveau trophique ainsi contaminé par la nourriture est donné au
troisiéme niveau trophique, toujours sans addition de substance dans le mi-

lieu. Cette manipulation peut se répéter au quatriéme niveau trophique.

(2) La contaminalion peut se {aine par La nowwitwrie et par

Le milieu. Il faut ici distinguer plusieurs méthodologie différentes :

® AUBERT et coll. (1970, 1972) contaminent, & une certaine
concentration, le premier niveau avec des effluents industriels ou divers
métaux. Il est ensuite fourni au deuxiéme niveau, lui-méme plongé dans la
méme concentration, et ainsi de suite, sauf pour le dernier niveau constitué
par des mammiféres ou la contamination n'a lieu que par la nourriture. Ce
type de test, appelé "tox{cité par induction" permet d'apprécier au dernier
échelon (souris) l'importance de la contamination par la nourriture, par com-

paraison avec la toxicité directe faite sur niveau séparé.

CANTON et coll. (1975), utilisant une technique similaire,
étudie sur le dernier niveau (poisson) non pas la mortalité mais des critéres
physiologiques plus fins. De ce fait, il peut étudier 1l'accumulation, puis

1'élimination de la substance &tudiée (ef-HCH).

@ SAWARD et coll. (1975) utilisent un systéme dynamique :
chaque jour, 40% du volume total est remplacé et le cuivre est ajouté de
fagon & obtenir les concentrations choisies. Une autre caractéristique de ce

modéle est la présence au fond du bassin de sable nécessaire & 1'élevage des

tellines utilisées comme deuxiéme niveau trophique. Le sédiment ne joue pas,




19.

dans ce cas, d'autre r8le significatif, contrairement aux modéles suivants

mis au point par les "écoles américaines" de METCALF et d'ISENSEE.

® L.a caractéristique essentielle de ces modéles "mixtes"

réside dans le fait qu'ils ne sont pas totalement aquatiques.

. Tout d'abord, le modéle de METCALF et coll. (1971, 1975)
a été développé pour l'étude de la biodégradabilité et
du devenir écotoxicologique de plusieuts pesticides ou PCB.
Ces molécules organiques transitent essentiellement par le
so0l, ce gqui explique la présence de sable. Celui-ci est
incliné de fagon & former une partie proprement terrestre
et une partie aquatique (figure la). Sur la partie ter-
restre, sorte de "berge", pousse du sorgho, plante quis'ac
commode bien d'un environnement semi-aquatique. La par-
tie aquatique, ol le sable joue le rdle de sédiment, com-
porte cing espéces (ou mélanges d'espéces) différentes.
Dans la méthodologie choisie par METCALF et son équipe, la
substance étudiée est déposée sur les feuilles de sorgho,
point de départ de la contamination. Ils introduisent en-
suite les chenilles (Estigmene achea) pour manger les
feuilles de sorgho. Par la suite, "les feces, les détritus,
et les larves elles-mémes" contaminent le sable, l'eau et
les espéces aquatiques choisies. Par conségquent, la conta-
mination a lieu & la fois par 1'intermédiaire du milieu et

de la nourriture.

. Leprincipe de ce modéle a été repris par LU et coll. (1975)
pour 1l'étude de la contamination du plomb et du cadmium,
avec quelques changements. Les feuilles de sorgho ne sont
plus traitées, mais ce sont différents types de sols qui
sont contaminés. Les graines de sorgho poussent ensuite
sur ces sols, et comme précédemment, les chenilles vont
distribuer le composé dans la partie aquatique (eau et

organismes) .
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- ISENSEE et JONES (1975) ont utilisé un modéle de concep-
tion voisine, & la seule différence que le sol n'est pas
incliné, mais occupe tout le fond du microécosystéme |
utilisé (figure 1b). La substance étudiée dans ce cas est |

le TCDD (ou 2,3,7,8 - Tetrachlorodibenzo-p-dioxine), plus

simplement appelée dioxine. Mis en contact avec différents
types de sols, pour permettre & ce composé de s'y adsorber
les auteurs étudient ensuite la désorption de la dioxine
a partir du sol disposé au fond de 1'agquarium et son de-

venir dans les différents constituants du microécosystéme.

(3) TERHAAR et coll. (1977) proposent un modéle original
permettant d'étudier a la fois , et dans les mémes conditions, la contamina-
tion par le milieu et la contamination par la nourriture et le milieu de
l'argent et du mercure. Ce systéme dynamique comporte, en effet, un systéme
de filtre qui permet le passage du milieu contaminé, mais pas celui de la nour-

riture (figure 1c).

(4) Enfin, LOCK (1975) emploie une méthodologie permettant

de mettre en évidence les apports dus, soit au milieu seul, soit & la nourri-

ture seule, soit au milieu et & la nourriture pour des consommateurs primaires

1

et secondaires. ‘

En conclusion de cette étude bibliographique, le tableau I
résume les principales caractéristiques des différentes méthodologies que nous
venons de développer. Nous avons également jugé utile de figurer, dans le

tableau II, les espéces choisies par les différents auteurs.
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sorgho ______ 1

chenille

sol eau ( 5 espéces

aguatiques )

¥ Figure la : Modéle de METCALF et coll. (1971,1975)
et de LU et coll. (1975).

eau

( 6 espéces aquatiques )

X Figure 1b : Modéle de ISENSEE et JONES (1975)

¥ Figure lc : Modéle de TERHAAR et coll. (1977)

T. } chlorelles

pompe

solution } daphnies
stock '
H ——————— daphnies
//// /r———{poissons +
Il mollusques
S —

poissons +}———‘. |
mollusques

filtres



BUTLER (1969) CTE N D. - Mar. DDT

AUBERT et coll. (1970,1972) /pE M+N S. - Mar . Différents effluents indus. divers métaux

METCALF et coll. (1971,1975) QE M+N S. Sol Dul. DDT*, DDE*,DDD*, metoxychlor®, pcu*, DDE*

LOWE et coll. (1972) CTE N S. - Mar . Mirex

MASHIKO et coll. (1972) CTE N S. - Mar . /Dul.| Calcium™®(chlorures)

MORGAN (1972) CTE N S. - Dul. PCB et DDT

AMIARD et AMIARD-TRIQUET (1975) CTE N S. Sol Mar. Cobalt* (chlorure)

CANTON et coll. (1975) CTE M/M+N S. - Dul. ol —HCH

ISENSEE et JONES (1975) ME M+N S. Sol Dul.- TCDD* (Dioxine* )

LOCK (1975) CTE M/N/M+N D. - Dul. Méthylmercure (chlorure)

LU et coll. (1975) ME M+N S. Sol Dul. Cadmium et Plomb (chlorures)

PETROCELLI et coll. (1975a) CTE N S. - Mar . Dieldrine

PETROCELLI et coll. (1975b) CTE N S. - Mar. Dieldrine

REINERT (1972) CTE N S. - Dul. Dieldrine

SAWARD et coll. (1975) JE M+N D. Sol Cuivre (sulfate)

YOUNG (1975) CTE N S. - Mar. Zinc* et fer* (chlorures)

PATRICK et LOUTIT (1976) CTE N S. - Dul. Chrome, Cuivre, Manganése, Fer, Plomb,
Zinc

BAUDIN (1977) CTE N S - Dul. Zinc * (chlorure)

FOULQUIER et coll. (1977) CTE N S. - Dul. Césium *

JOUANY et coll. (1977) CTE N S. - Dul. Cadmium (nitrate)

MARTY et coll. (1977) ’ CTE N S - Dul. Méthylmercure (chlorure)

TERHAAR et coll. (1977) CTE M/M+N D - Dul. Mercure et Argent (chlorures)
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Signification des symboles utilisés : uE = microécosystémes - CTE = chaines alimentairesexpérimentales
M = contamination par le milieu - N = contamination par la nourriture
M+N = contamination par le milieu et par la nourriture
S. = test statique - D.= test dynamique - Sol = présence de sols
Mar. = milieu marin - Dul. = milieu dulgagquicole

* = substances ou éléments marqués

TABLEAU I : PRINCIPALES CARACTERISTIQUES DE DIFFERENTS MODELES DE CHAINE ALIMENTAIRE




E\BLVEAU 11 : RESUME DES ESPECES CONSTITUTIVES DES
E | DIFFERENTS MODELES DE CHAINE ALIMENTAIRE



@ AMIARD et AMIARD-TRIQUET (1975) Algue il Mollusque i Crustacé
Navicula sp.  Scrobicularia plana Cancinus maenas
@CANTON et coll. (1975) Algue —— Crustacé - Poisson —- Poisspn )
Chlorella pynenoidosa Daphnia magna Lebistes neticulatus Salmo gairndneri
@ ISENSEE et JONES (1975) L Algue - Mollusque
a . Oedogonium cardiacum Physa sp.
Diatomée :
° Protozoaire) ey Crustacé - Poisson
Rotifére Daphnia magna Gambusia afginis
e Lentille d'eau Ie urus pun
Lemna minon
@®LOCK (1975) Algue — Crustacé — Poisson
Chlamydomonas “einhardi( Daphnia pulex Salmo gairdnend
@PETROCELLI et coll. (1975a) Algue e~ Mollusque
Dunaliella peitced Rangdia cuneata
@®PETROCELLI et coll. (1975b) Mollusque — Crustaceé

@REINERT (1972)

Scenedesmus obliquus

@®SAWARD (1975)

@YOUNG (1975)

@®PATRICK et LOUTIT (1976)

@®BAUDIN (1977)

@®LOULQUIER et ccll. (1977)

@ OUANY et coll. (1977)

OUARTY <t coll. (1377)

®TERHAAR el coli. (1977)

Rangia cuneata

Algue anaiiy- Crustacé

Phytoplancton essge Mollusque
Tellina tenudis

Algue =g Mollusque

Fucus sennatus

Bactérie

CLladophora 3p. e

Crustacé

ou Cardium glaucum Sphaeroma hookeri

Crustacé - Poisson

Daphnia magna

Algue —- Crustacé
Chlonella vulganis Daphrnwa magna

Algue - Crustacé
Chionetla vulgarncs Daphnca magna

Algue ——- Crustacé
Scenedesmus sp. Daphn«a magna

Daphnia magna

) —
Lebastes neticulatus

Catllinectes sapdLdus

— Poisson
Poecilia neticulata
- Poisson

Pleunronectes platessa

Littonina obtusata

Topertebre
ubdgex + Lamnodrnilus

L Crustacé - Poisson
Gammanus aequicauda Angulla angulla
Poisson
Angulla anguilla
- Poisson
Leucaspius del(neatus
— Polisson L Polsson wommlip Poisson
Gambus<a ag4oncs Sakme gacrdne 14 Esex {ucus
— Poisson — Mol lusque :

Punephates promelas Ligumea sp. -+ }"<‘a‘154‘a/u,,t£ {erna margarnitana



@ BUTLER (1969) Mollusque —- Crustacé ou Poisson

huitre Penaeus aztecus Lagodon rhomboides
Callinectes sapidus  Micropogon undulatus
@ AUBERT et coll. (1970) Phytoplancton e=ape Zooplancton — Poisson - Mammifére
As tenionella japoyu’ca} Artemia salina Canassius auratus Mus musculus
+ Diogenes &p. Mytilus edulis
OAUBERT (1972) e CHAINE PELAGIQUE
Phytoplancton s Zooplancton - Poisson — Mammifére
Adem Artemia salina Ldem Adem
e CHAINE NERITIQUE A MOLLUSQUES
Phytoplancton ==ag Mollusque o Mammi fére
Adem Mytulis edulis Adem
e CHAINE NERITIQUE A CRUSTACES
Bactérie et plancton < Mollusque - Crustacé — Mammifére
idem Carcinus maenas <dem

o CHAINE BENTHIQUE.A POISSONS

Bactérie et ’plancton < Invertébré emgpy- Poisson benthique g Mammifére
Nereis diversicolon Labrus tergylta Aidem
Nephtys hombengid

@ METCALF et coll. {1971,1975) Sorgho emip- Chenille
LU et coll. (1975) Songhum halpense Estigmene acrea
Songhum -vulgare ’
¢ Algue —- Mollusque
/ Oedogonium cardiacum Physa &p.
Diatomée
‘ Protozoaire} — Crustacé - Diptére =l Poisson
Rotifére Daphnia magna Culex pdpiens  Gambusia affinis
quinquefasciatus
@ LOWE et coll. (1972) Crustacé == Crustacé
Palaemonetes pugio Callinectes
Palaemonetes vulganis  sapidus
@MASHIKO et coll. (1972) Crustacé
A Daphnia magna e
Algue Poisson

Chlonella ™  crustace =™  0Olyzias Latipes
Calanus vulgarnis
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3.4. Discussion

L'étude de la contamination des chaines biologigues tend
4 mettre en évidence l'accumulation ou non d'agents chimiques les plus di-
vers. A la différence des tests de toxicité classiques relativement courts,
les tests de bioaccumulation sont généralement plus longs, ce qui nécessite
de bien dominer les conditions physico-chimiques et biologiques du milieu

durant les tests.

Par ailleurs, il est nécessaire d'opérer a une ou des
concentrations inférieures aux seuils de toxicité déterminés préalablement

sur chaque espéce séparée.

Ainsi, AUBERT et coll. (1970) choisissent, afin d'éviter une

rupture de chaine "une concentration égale & la moitié du taux de dilution
ayant entrainé la mort de l'un quelconque des échelons". SAWARD et coll.
(1975) utilisent des concentrations plus de 7,5 fois inférieures aux CL 50
96 hegres (concentration entrainant la mortalité de 50% de la population
aprés 96 heures de contact). METCALF et coll. (1971), simulant les traite-
ments appliqués dans la nature (1 livre par acre), est obligé de réintro-
duire, dans son microécosystéme, soit des chenilles, soit des daphnies, en
raison de la fragilité de ces espéces ou de leur place dans la chaine ali-
mentaire. LU et coll. (1975), avec un modéle similaire mais avec différents
types de sols additionnés de cadmium, observent des effets trés nets sur la
croissance des graines de sorgho ainsi que la mort des daphnies mises en
expérience. Avec des boues activées mélangées au sol, il y a disparition

compléte des algues et, dans certains cas, des physes.

Ces quelques faits expérimentaux montrent bien la diffi-
culté de ces &tudes ol le toxique est introduit dans le milieu. En effet,
si la concentration choisie doit é&tre assez faible pour ne pas causer la
mortalité d'un niveau trophique, elle doit &tre également assez forte pour
permettre une accumulation significative. Ces observations expliquent que la
plupart des auteurs ait préféré contaminer le premier niveau trophique,
pour ensuite le donner au deuxiéme niveau trophique sans nouvelle addition

de toxique.
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CHAPITRE IIl : LE CADMIUM DANS L'ENVIRONNEMENT

1. GENERALITES

Le cadmium est 1'élément chimique de numéro atomique 48 et
de masse atomique 112,41. C'est un métal de transition appartenant, comme le
zinc et le mercure, au groupe IIb du tableau périodique des €léments. De
densité 8,645 (325°C), le cadmium est liquide & 320,9°C et bout a 766°C
(sous 760mm de mercure) en émettant des vapeurs oranges. Sa pression de
vapeur est de 1,4 mm & 400°C etde 16mm & 500°C. Elle est plus forte que

celle du zinc, ce qui explique son comportement durant les processus métal-

lurgiques. Sa densité de vapeur (& 1000°C) est égale a 3,94.

A température normale, le cadmium est un métal mou, brillanft
de couleur blanc argenté, légérement teinté de bleu. Il est insoluble dans
l'eau, mais se dissout dans l'acide nitrique, méme dilué. Dans l'acide chlo-
rhydrique ou sulfurique, la dissolution se fait lentement. La plupart des
sels de cadmium sont trés solubles dans l'eau, et en particulier ceux qu'on
utilise couramment : les chlorures (1400g/1 & 20°C), les nitrates (1090g/1
a 0°C), les sulfates (755g/l1l a 0°C) ; par contre, les oxydes et les carbo-
nates de cadmium sont insolubles (HANDBOOK of CHEMISTRY and PHYSICS, 1977-
1978) . Le zinc le précipite de ses solutions salines en milieu neutre,
compte-tenu de sa plus grande électropositivité. Avec 1'anhydride sulfureux
ou le sulfure de sodium, le cadmium précipite pour donner un sulfure de

cadmium insoluble, jaune. De valence +2, le cadmium a tendance & former des-

ponts covalents avec le soufre en produisant une réaction exothermique.

Cette facilité de réaction avec le soufre a été exploitée
a des fins analytiques. Le cadmium donne, en effet, avec la dithizone ou
diphényl+thiocarbazone (§-N=N-CS-NH-NH-p)en solution chloroformique, a pH
alcalin, un complexe coloré en rouge extractible par le chloroforme et
susceptible d'un dosage colorimétrique (SETTERLIND et coll., 1943 - CHURCH,
1947 - ELKINS, 1950 - SALTZMAN, 1953 - SMITH et coll., 1955 - GANOTES et

=

coll., 1962). Elle est spécifique & condition d'éliminer les métaux inter-



férents lors d'étapes préalables. RODIER (1975) signale une limite de détec-
tion de 0,02mg/l. FRIBERG et coll. (1976) notent que "cette méthode est trés
utile pour la détermination du cadmium dans le matériel biologique". Le |
cadmium se combine facilement avec l'oxygéne et les halogénes. Parmi les
halogénures de cadmium, le chlorure de cadmium en solution donne en présence
d'iodure de potassium et de sulfate de quinine ou de brucine, un précipité ‘
blanc jaundtre d'iodocadmiate de quinine ou de brucine mesurable quantita-

tivement par néphélométrie (BOUDENE, 1955). Ce dosage peut &tre appligué

au matériel biologique.

Le cadmium est un é&lément ubiquiste, mais rare dans la

=

lithosphére. Sa teneur dans 1'écorce terrestre est de l'ordre de 1 a
2.10-5%. On estime ainsi que la crolite terrestre peut contenir 200.109
tonnes de cadmium, tandis que les océans n'en contiendraient que 150.10
tonnes. Toutefois, seule une trés faible fraction de cette quantité est
susceptible d'étre jamais extraite. Du point de vue minéralogique, on peut

citer quelques minerais de cadmium :

. la greenockite ou sulfure de cadmium,
l'octavite ou carbonate de cadmium,

. la monteponite ou oxyde de cadmium.

Toutefois, ces minerais sont trés rares, et il n'en existe pas de gisements
exploités. En fait, la principale source de cadmium, exploitable industriel-j
lement, est constituée par les minerais de zinc cadmiféres tels que la
sphalérite (sulfure de zinc) ou 1l'hémimorphite (silicate de zinc). Le
cadmium se rencontre aussi dans certains minerais de plomb et de cuivre,
mais en plus faible quantité. Les sphalérites contiennent de 0,1 & 1% de
cadmium, mais on a pu rencontrer, dans certains cas, des teneurs de 5%.

Par réduction de 1l'oxyde de zinc résultant du grillage de ces minerais, le
cadmium plus volatil et plus oxydable que le zinc est condensé. On obtient
ainsi une poudre appelée cadmie qui contient environ 15% de cadmium. Sur
cette poudre , une nouvelle réduction suivie d'une distillation fraction-

née permet de récupérer un métal contenant 99% de cadmium que l'on purifie.

Sous-produit de la métallurgie du zinc, le cadmium a été
découvert en 1817, par STROMEYER. La production industrielle commenga en

HAUTE-SILESIE vers 1850, pour se développer, un demi-siécle plus tard, dans
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les pays producteurs de zinc. Les ETATS-UNIS sont actuellement le plus grand
producteur de cadmium (22,3% en 1971, 3,34% pour la FRANCE). La production
mondiale de cadmium n'a cessé d'augmenter depuis la fin de la deuxiéme
guerre mondiale : 5.106 tonnes en 1950 ; 11.106 tonnes en 1960 ; 16,5.106
tonnes en 1970. On estime généralement que la production totale sera de

41 .10° tonnes en l'an 2000. GOELLER et coll. (1973) prévoient que les
réserves mondiales actuellement connues seront épuisées vers la fin du siécle

La quantité totale cumulée utilisée sera alors d'environ un milliard de

tonnes de cadmium.

La courbe de production du cadmium suit, comme on pouvait
le supposer, celle du zinc. En effet, pour une tonne de zinc produite, on
obtient en moyenne 3,4 kg de cadmium. L'économie des 2 métaux est donc trés
liée. Le cadmium est principalement utilisé dans la galvanoplastie. Le
cadmiage électrolytique des métaux, et surtout de l'acier, assure une
bonne protection, particuliérement contre la corrosion des atmosphéres
salines. Il entre également dans la fabrication des pigments et des ma-
tiéres plastiques. Composant de batteries, il constitue avec le plomb et
1'étain, des alliages & bas point de fusion, et avec le nickel ou le cuivre
des alliages pour coussinet. Plus récemment, le cadmium a été utilisé pour
la fabrication de caoutchouc, de pneumatique, d'huile pour moteurs, voire
méme dans la réalisation de réacteur nucléaire. Il faut souligner enfin
qu'a de faibles quantités, le cadmium est utilisé pour la fabrication de
lampe & vapeur de mercure, de cellule photo-électrique, d'écran de télévi-
sion, de tube & rayons X, de cadran luminescent ainsi que pour certains
travaux photographiques. L'utilisation de charbons et d'engrais phosphatés,
dont la teneur en cadmium n'est pas négligeable est également a signaler.
I1 apparait ainsi que la majorité des emplois du cadmium sont des emplois
dispersifs. Il en résulte que la récupération est difficile, et donc faible
aux ETATS-UNIS, 3% de la prdduction totale sont récupérés. Ainsi, une grande
partie du cadmium utilisé se retrouve & plus ou moins long terme dans

l'environnement.
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2. EMISSIONS ET PRESENCE DANS L'ENVIRONNEMENT

Résultat du développement industriel aux XIX°® et XX°
siécles, l'utilisation du cadmium a augmenté au cours des 100 derniéres
années et provoqué un fort accroissement de sa présence dans l'environne-
ment. Mais cette dissémination a débuté, en fait, dés que l'hoﬁme a commen-
cé & travailler les métaux et en particulier le cuivre, le plomb et le
zinc. Emis dans l'air et dans les eaux, le cadmium est vraisemblablement

présent dans tous les milieux, qu'ils soient biotiques ou abiotiques.

(1) Dans £'airn, il existe de nombreuses données relatives

aux concentrations de cadmium retrouvées & différents endroits. Aux ETATS-

UNIS, le National Air Sampling Netwoerk a procédé, en 1969, & des analyses
dans 20 grandes villes. Les moyennes annuelles relevées allaient de 6ng/m3
(SAN-FRANCISCO) & 36ng/m3 (SAINT-LOUIS). Les coﬁcentrations dans les zones |
habitées sont généralement plus élevées que les concentrations dans les
zones rurales (KNEIP et coll., 1970). La proximité d'autoroutes n'est pas

un facteur significatif selon CREASON et coll. (1972). La présence d'indus-
tries polluantes est déterminante : & 300 métres d'une usine suédoise, on
retrouve 300ng/m3, tandis qu'a 100 métres, on en retrouve deux fois plus.

La concentration maximum retrouvée en 24 heures est de 5400ng/m3 (FRIBERG
et coll., 1976). HUEY (1972) signale qu'a 1300 et 800 métres d'une source,
les concentrations moyennes sont respectivement de 60 et 290ng/m3. D'aprés
FRIBERG et coll. (1976), les concentrations sont plus de 100 fois plus
grandes dans les endroits situés a proximité 4'industries polluantes que
dans les endroits non pollués. En conséquence, le cadmium présent dans l'ai
est, sans aucun doute, 1ié aux activités humaines. En ce qui concerne les
concentrations retrouvées dans différents lieux de travail, il existe peu
de données chiffrées. La Conférence Américaine des Hygiénistes industriels
gouvernementaux a fixé la dose journaliére sans effet & 50 ng/m3. Les
travaux de DAVIS et coll. (1970) mettent en évidence que les pertes par
émission dans 1'air représentent aux ETATS-UNIS 20% de la production totale

et se répartissent par activités de la fagon suivante :
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Extraction et traitement industriel

. Extractions 0,01%
. Raffinagesdu minerai 45,43%
. Transformations 0,73%
. Pigments 0,45%
. Plastiques 0,13%
. Alliages 0,11%
. Accumulateurs 0,01%
. Divers 0,02%
Utilisation

. Pneus automobiles 0,25%
. Huiles pour moteurs 0,04%
. Fongicides 0,01%
. Engrais phosphatés 0,02%

. Retraitements de déchets
ferreux 43,27%

. Incinérationsde plastiques
et pigments 4,11%

Le cadmium émis dans l'air peut étre évidemment inhalé par les &tres

vivants, mais la majeure partie se disperse sur les sols ou dans les eaux.

(2) Dans Les eaux, il convient de distinguer le cas des

eaux marines, des eaux douces, et des eaux de boissons.

® Dans 1'eau de mer, les concentrations moyennes de cadmium

sont relativement faibles et se situent généralement entre 0,05 et 0,20 Ag/l
Toutefois, JAAKOLA et coll. (1971) trouvent, prés d'une usine de raffinage,
des concentrations allant jusqu'a 10,2}pg/l. KRAUSKOPF (1956) a calculé que
1'eau de mer contient moins de 0,1% du cadmium apporté par les eaux de
surface. Il semble qu'il y ait coprécipitation avec des oxydes de manganése

ou absorption sur des argiles ou des phosphorites.
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® Dans les eaux douces, supposées non polluées, lés concen-

tratibns sont généralement inférieures & 1 pg/1 (ELDERFIELD et coll., 1971).
Les concentrations habituellement retrouvées dans les eaux moins pures sont
comprises entre 1 et lolug/l (BOUQUIAUX, 1973 - DURUM et coll., 1970}, mais
des valeurs supérieures peuvent se rencontrer dans certaines eaux.
MINK et coll. (1971) signalent dans la riviére Coeur d'Aléne (IDAHO) des
concentrations atteignant 450/pg/l. En fait, la présence de cadmium au-
dessus de quelques ug/l est toujours due & des activités humaines. Or, il
arrive que dans certains cas, on ne retrouve que des traces de cadmium,
alors gu'on s'attendait & en trouver beaucoup plus. YAMAGATA et SHIGEMATSU
(1970) ont signalé qu'a pH neutre ou alcalin, le cadmium est souvent indé-
tectable dans la phase aqueuse, alors que les matiéres en suspension et les
sédiments en contiennent une grande quantit&. PISCATOR (1971) trouve ainsi,
en aval d'une usine, 4 pg/l de cadmium dans l'eau et 80 mg/g (en poids de
matiére séche) dans les sédiments. Des différences du méme ordre de gran-
deur sont relevées par BOUQUIAUX (1973). Dans la MOSELLE, ol le groupe de
recherches hydrobiologiques de 1'Institut Européen d'Ecologie (communica-
tion personnelle) assure des prélévements saisonniers, on retrouve dans les
secteurs industrialisés, en aval de THIONVILLE, de 0,7 & 5,4 aag/1l de cad-
mium dans l'eau. Dans les matiédres en suspension les valeurs varient de

0,6 & 1,7 mg/kg de matiére séche, et dans la vase les concentrations de

cadmium retrouvées oscillent entre 0,48 et 2,96 mg/kg de matiére séche.

@ Dans les eaux de boisson, les concentrations relevées sont

généralement comprises entre 0 et lolpg/l (MAC CABE et coll., 1970).

Le Ministére de la Santé américain a fixé la limite supé-
rieure acceptable de cadmium & 10/ug/l, tandis que 1'0.M.S. a adopté comme
norme S/ug/l. Toutefois, ces concentrations peuvent &tre dépassées dans
certains cas : FAURE et coll. (1975) signalent la contamination possible de

l'eau par les canalisations.

(3) Dans Les roches, les analyses effectuées ont permis
de remarquer que le cadmium se trouvait en plus faible quantité dans les

roches ignées et métamorphiques que dans les roches sédimentaires. On ren-
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contre des concentrations relativement fortes dans les schistes (spéciale-
ment ceux riches en matiéres organiques) dans les sédiments lacustres et

marins, dans les nodules polymétalliques e t dans les phosphorites marins.

Dans les sols des régions ol la pollution reste encore
limitée, la concentration de cadmium est inférieure a 1/ug/g. Selon les
activités humaines, cette concentration varie, comme le montrent les résul-
tats de KLEIN (1972) sur des sols du MICHIGAN. En terrains résidentiels, les
sols ont une concentration moyenne de 0,41 ug/g, 0,57 fig/g en terrains agri-
coles, et O,66/pg/g en terrains industriels. Au JAPON, les concentrations
de cadmium dans le sol des riziéres varient de 1 a 60/pg/g en région sus-
pectée de pollution (FRIBERG et coll., 1976). Les émissions importantes de
cadmium dues aux industries métallurgiques entrainent de grandes
concentrations de cadmium dans les sols, et ce jusqu'd des distances impor-
tantes de la source (20 km). Si les teneurs en surface sont les plus éle-~
vées, le cadmium se retrouve aussi en profondeur jusagu'a
30-40 cm. KOBAYASHI (1971) observe, sur des sols proches d'industries

métallurgiques, au JAPON

.45 cm : 44mg/kg
. &8 10 cm : 32mg/kg
.a20cem 69mg/kg
. a8 30cm : 1,4mg/kg
.a440 cm : 0,4mg/kg

Si les émissions des industries métallurgiques entrainent
une importante contamination du sol par le cadmium, il ne faut pas négliger
l'apport di aux grands axes routiers et autoroutiers. En effet, un intense
trafic libére du cadmium par les huiles de moteurs et par 1'usure des pneuma-
tiques. Par aillkurs,dans les terrainsagricdes méme éloignés d'activités indus-
trieliespn peut retrouver de grandes quantités de cadmium dues 3 l'utilisa-
tion d'engrais phosphatés. En effet, si dans les roches de phosphates natu-
rels on retrouve 100mg/kg de cadmium, dans les engrais phosphatés, dérivés
industriellement de ces roches, la concentration de cadmium peut atteindre
10mg/kg. De la méme fagon, 1'épandage de boues d'égofits comme fumures.
entraine d'importantes contaminations du sol par des métaux, du fait qu'il

n'y a ni détoxification ni autre traitement de ces déchets industriels-
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et domestiques. Ainsi, on retrouve dans de telles boues des concentrations

moyennes de cadmium de 15mg/kg (Anonyme, 1975).

3. EFFETS TOXIQUES

Dans 1'état actuel des connaissances, le cadmium ne semble
pas étre nécessaire ni méme utile aux processus physiclogiques et biochi- ‘
miques d'un organisme vivant guelconque. Il en résulte que sa présence dans
un organisme entraine des troubles plus ou moins graves. La toxicité serait
due a 1'ion Cd++ lui-méme, car la transformation des composés du cadmium
en dérivés alkyles plus toxiques et volatils n'a jamais &té observée dans

la nature, par opposition au mercure (Anonyme, 1975).

3.1. Effets toxiques sur les mammiféres et l'homme en parti-

culier

3.1.1. EFFETS CLINIQUES ET BIOLOGIQUES

Avant de décrire les effets toxiques du cadmium tels qu'ilg
ont pu étre mis en évidence dans des cas accidentels chez 1l'homme, ou
expérimentaux chez l'animal, il convient de mentionner les quantités aux-

quelles 1l'homme est exposé naturellement.

Une étude des produits alimentaires aux U.S.A. a montré
que la concentration en cadmium dans la nourriture variait de 0, 1mg/kg
dans les légumes & 12mg/kg dans les rognons et le foie. La teneur moyenne
dans les différentes régions, et pour les différents aliments serait de
0,05mg/kg, en matiére fraiche (FLEISCHER et coll., 1974). Il en résulterait
une exposition journaliére de 45 a 80 jug/jour, calculée d'aprés la ration
alimentaire journaliére ou le pourcentage de 1'excrétion urinaire et fécale
Cette donnée n'a qu'une valeur théorique qui peut varier en fonction des
régimes et des coutumes alimentaires, mais aussi des degrés de contamina-
tion des différentes régions géographiques. C'est pourquoi les teneurs
moyennes retrouvées dans le corps humain peuvent varier de 30mg/kg en

SUEDE & 50 ou 100mg/kg au JAPON.




De cette exposition journaliére, en région non polluée
et sans exposition professionnelle, l'homme ne retient environ que 2/ug/jour,
apporté par la nourriture, auxquels il faut ajouter 0,02 ug et 0,1 g respec-

tivement apporté par l'air et 1l'eau.

Mais ces valeurs sont totalement modifiées dans le cas
d'un fumeur. En effet, selon SZADKOWSKI et coll. (1969), la quantité de
cadmium inhalée est de 0,10 a O,13lpg par cigarette fumée, ce qui corres-
pond & une absorption journaliére de 4 3 6 ug de cadmium pour deux paquets
de cigarettes de jour. Cette valeur correspond a 10 ou 20 fois 1'apport de
cadmium dans une atmosphére polluée telle que MANHATTAN. Le calcul montre

qu'il y a environ 2,5 fois plus de cadmium dans l'organisme des fumeurs

que dans celui des non-fumeurs.

I1 ne faut pas négliger non plus les sources potentielles
de cadmium dues aux pigments utilisés dans certaines vaisselles qui peuvent
libérer du cadmium au contact de certains aliments particuliérement acides

(LAUGEL et coll., 1976).

A partir de ces données, le comité mixte FAO-OMS (1972) a
fixé a 400—500/pg 1'exposition tolérable de cadmium par semaine, au-deld de

laquelle les risques d'intoxication sont certains.

Dans le cas d'exposition nettement supérieure, les acci-
dents professionnels sont survenus chez 1'homme qui ont suscité des expéri-
mentations animales pour préciser le mode d'action de ce toxique a diffé-

rents niveaux de 1l'organisme.

Bien que les accidents mortels dans 1'industrie soient
rares, car le cadmium est peu utilisé a 1'état pur, les symptdmes cliniques
d'une cadmiose sont nombreux et dépendent du mode d'administration, de la

dose et de la durée de 1l'intoxication.

(1) INHALATION

En intoxication aigué, de fortes proportions de composés

cadmiques peuvent provoquer, dans les premiéres heures d'exposition, un

oedéme pulmonaire, puis une pneumonie réticulée hypertrophique Jjusque vers
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le dixiéme jour, et des troubles permanents du type fibrose (PATERSON,
1947) . Une concentration de cadmium de 5 mg/m3 pendant 8 heures sous
forme de fumées d'oxyde de cadmium serait probablement 1létale pour
1'homme (FRIBERG et coll., 1976), tandis qu'une exposition & 1 mg/m3
serait déja dangereuse. La CL 50 chez le lapin serait de 15 mg/m3 sous

forme de poussiéres d'oxyde de cadmium.

En intoxication & long terme, on constate chez les ouvriers 1

exposés a des poussiéres d'oxyde de cadmium, des emphysémes pulmonaires

et des incapacités respiratoires, souvent aprés de nombreuses années
d'exposition. Aprés autopsie, des ouvriers souffrant d'emphyséme ou de
bronchite chronique ont révélé avoir des quantités de cadmium dans leur
organisme supérieures & la normale. Le tabac étant une source supplé- \
mentaire d'intoxication par le cadmium, les grands fumeurs sont encore ‘
plus exposés. Selon divers auteurs, 10 & 40 % du cadmium inhalé serait |
absorbé et, a partir des poumons, serait susceptible de passer dans la
circulation sanguine. C'est pourquoi, & long terme, les effets dus & i

l'inhalation se superposent aux effets dus & 1'ingestion.

f2) INGESTION ET VOIE PARENTERALE

Nous envisageons ici l'ingestion par voie orale, les

administrations par voies sous-cutanée et intra-veineuse.

En intoxication aigué, on observe des nécroses testi-

culaires et des troubles digestifs (nausées, vomissements). Une nécrose
totale des testicules a été obtenue en injection sous-cutanée de 1,1 mg/kg,
dose qui ne provoque pas de troubles visibles pour les autres organes
(CHIQUOINE, 1964). Des doses supérieures de cadmium, 2 a 4 mg/kg, peuvent
provoquer des nécroses du placenta sur des souris ou des rates gravides.
Des lésions dans les ganglions sensoriels ont été aussi observées. EYBL

et SYKORA (1966) ont estimé la DL 50*chez la souris a 5 mg/kg (en cadmium).

En intoxication a long terme, les effets observés sont

différents de ceux observés en intoxication aiglie. L'organe cible serait

alors les reins qui contiendraient le tiers du cadmium absorbé par

l'organisme entier.

*dose entrainant La montalité de 50% de La population testie.
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® A l'aide d'observations sur des ouvriers de 1l'industrie du cadmium,
complétées par 1'expérimentation animale, on montre que pour une concen-
tration dans le cortex rénal de cadmium de 200mg/kg ou plus, il y a dys-
fonction rénale. On observe alors une augmentation des protéines dans les
urines (protéinurie) présentant une richesse particuliére enc*2- globulines.
Si la durée et la concentration augmentent, la dysfonction rénale peut en-
trainer une augmentation du glucose dans l'urine (glucosurie) et des phos—

phatases alcalines dans le sang.

On observe également un taux anormalement élevé d'acides aminés dans
1'urine (amicoacidurie). Mais ce serait une présence anormale de calcium
dans l'urine (hypercalciurie) qui serait le symptome le plus précoce. On
peut citer aussi comme signescliniques d'une cadmiose & long terme : une
excrétion acide défectueuse, une acidose hyperchlorémique, des calculs
urinaires de phosphate de calcium, avec parfois apparition d'un syndr&me

de Fanconi (OLIVIER, 1969).

® Au niveau du foie, on peut constater une dégénérescence graisseuse
avec quelques foyers de nécrose. Le métabolisme des lipides serait atteint.
SCHROEDER et BALASSA (1965) observent sur des rats une altération des
lipides du sang, avec une eau de boisson cadmiée a 5mg/l. I1 y a diminution
du cholestérol sanguin, et augmentation de la teneur en lipides dans

1l'aorte.

@ Dans la moelle, il y aurait hyperplasie des erythroblastes, et une
vacuolisation des plasmocytes et des cellules réticulocytaires ; des
troubles dans 1'hématopoiése seraient dus & l'inhibition par le cadmium
du transport du fer au niveau des cellules synthétisant 1'hémoglobine

(OLIVIER, 1969).

® Outre une certaine anémie et un amaigrissement, un autre signe impor-
tant et précoce serait la bague jaune dentaire de BARTHELEMY, qui serait due
4 la formation de sulfure de cadmium au contact des thiocyanates de la

salive (BOUDENE, 1955).
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® Des carences alimentaires (manqﬁe de calcium ou de vitamines D) peuvent
amplifier les effets toxiques du cadmium. Tel a été undes facteurs de ,
l'apparition de la maladie d'Itai-Ital. Radiologiquement, cette maladie 1
ressemble & une ostéomalacie rénale (ramollissement des os, avec possibi-
lité de fractures spontanées et de déformations du squelette). De nombreusa
études ont été faites au JAPON sur la contamination de 1l'environnement par}
le cadmium, sur 1l'épidémioclogie et le diagnostic de la maladie Itai-Itai,
et sur les concentrations en cadmium retrouvées dans les différents organe
des personnes atteintes et décédées. Si cette maladie a provoqué dans cettq
région une centaine de morts et méme davantage jusqu'd ces derniéres |
années, malgré les dispositions prises par les autorités japonaises, ce
sont cependant les seuls cas mortels d'intoxication par ce métal ; de plus,

rares sont les cas d'ostéomalacie d'origine professionnelle.

® D'autres auteurs ont mentionné les effets du cadmium sur le systéme

cardio-vasculaire. Ainsi, PERRY et coll. (1970) ont provogué une hyperten-
sion chez des rats en leur injectant,par voie intraveineuse, du cadmium }
de 0,02 & 2mg/kg, et par voie intrapéritonéale de 0,2 & 2,4mg/kg . Cepen- !
dant, tous les auteurs n'ont pas trouvé de relation entre les cas d'hyper-‘
tension et autres accidents cardiaques (artériosclérose), et les teneurs
en cadmium de l'environnement. Par ailleurs, on n'a pas retrouvé une fré-
quence plus grande d'hypertension chez les patients atteints de la maladie
Itai-Itai. Par contre, en expérimentation animale, les accidents cardio-
vasculaires ne sont pas rares aprés des intoxications au cadmium.
SCHROEDER et coll. (1965) ont constaté une artériosclérose dans le coeur
et les reins de rats intoxiqués par de l'eau de boisson cadmiée & 5mg/1,
ainsi que de l'hypertension et une frégquente hypertrophie du ventricule

gauche.

Cependant, l'action du cadmium sur le systéme cardio-
vasculaire n'est pas clairement définie, ni méme évidente. Il semble donc
nécessaire de développer les études dans ce sens pour vérifier la relation

de cause 4 effet (Anonyme, 1975).

® D'autres auteurs ont essayé de mettre en évidence les effets cancéro-
génes du cadmium. Selon GUNN et coll. (1967), le cadmium serait le métal l¢

plus potentiellement cancérogéne. Par des injections sous-cutanées ou
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intra-veineuses, ils ont obtenu des tumeurs de type sarcome, chez la souris
et le rat, au site de l'injection. Mais il n'y aurait cancérogénése que
pour les tissus dérivés du mésoderme mésenchymateux, et non pas pour les
tissus dérivés de l'ectoderme, de 1l'endoderme, ou du mésoderme épithélial.
Chez 1'homme, la relation entre 1l'exposition au cadmium et la fréquence des
cancers a été étudiée. Ainsi, MORGAN (1971) émet certaines réserves pour
associer les décés par cancers du poumon & la quantité de cadmium retrou-
vée dans le foie et les reins. Selon cet auteur, le tabac serait 1l'agent

le plus responsable.

® Quant aux effets génétiques, on a pu seulement constater des aberra-
tions chromosomiques au JAPON sur des patients atteints de la maladie Itai-

Itai.

3.1.2. METABOLISME DU CADMIUM

Cette étude comprend le transport, la distribution et

l'excrétion du cadmium dans 1l'organisme.

Aprés inhalation du cadmium, sous forme de poussiéres ou

de fumées, 10 & 40% serait absorbé et passerait alors dans la circulation

sanguine.

Aprés ingestion orale, le taux d'absorption se situerait

entre 3 et 8% de la quantité de cadmium administrée (FLEISCHER et coll.,
1974). Dans le sang, le cadmium se retrouve dans le plasma, puis dans les
erythrocytes a partir desquels il peut migrer vers les organes. Dans les
premiéres heures qui suivent l'ingestion, la distribution du cadmium dans
1l'organisme dépend du mode d'administration. Cependant, dans tous les cas,
les organes cibles sont le foie et les reins. Aprés injection par voie
intraveineuse, la quantité de cadmium retrouvée dans le foie est supé-
rieure, dans un premier temps, & celle retrouvée dans les reins. Mais, pro-
gressivement, la concentration dans le foie diminue, tandis que celle des
reins reste constante, ou en légére augmentation. On peut estimer alors

gue 50 & 75% du cadmium absorbé par l'organisme est accumulé dans ces
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deux organes (NORDBERG, 1972). L'utilisation du cadmium radioactif 10y Ca
a permis de le localiser plus précisément : ainsi, dans les reins, le
cadmium se retrouve au niveau des tubules proximales et dans le foie, &
la périphérie des lobules. Le reste du cadmium absorbé s'accumule en
moindre part dans les tissus interstitiels des testicules, le pancréas,

la rate, les glandes salivaires, la moelle osseuse et le cerweau.

La période biologique du cadmium dans l'organisme semble

longue : pour une injection unique chez la souris et le rat, elle serait
de 20 & 50 jours. En injections répétées, elle se situe de 2 3 4 ans chez
les petits mammiféres, tandis que pour l'homme elle est estimée de 10 & |
30 ans. L'estimation se fait essentiellement par les urines, les féces

et aussi par les phanéres.

L'excrétion urinaire chez les personnes non exposées

professionnellement serait de 0,4 & 4/ug/24 heures en moyenne, tandis

qu'en cas d'exposition au cadmium, ce taux peut dépasser 1000 mg par

24 heures.

Quand la protéinurie apparait, le taux augmente encore,
ce qui a été vérifié en expérimentation animale (NORDBERG et PISCATOR,
1972} . Cependant, il semble difficile, d'aprés les différentes données,
de trouver une relation directe entre la charge en cadmium dans l'organis
humain et 1l'excrétion urinaire ; celle-ci pourrait augmenter en fonction

de l'dge, selon les auteurs japonais.

De méme, 1l'excrétion fécale ne semble pas &tre corrélée

a la charge de cadmium dans l'organisme. Avant la protéinurie, 1'excrétior

fécale apparait supérieure & 1'excrétion urinaire chez le lapin ou la

souris (AXELSSON et PISCATOR, 1966).

Comme certains auteurs en avaient déji décelé 1'intérét,
il y a quelques années (TRUHAUT et BOUDENE, 1954).NORDBERG et NISIYAMA
(1972) ont pu montrer qu'il y avait une relation entre la charge totale en
cadmium dans l'organisme et l'excrétion par les phanéres ; ainsi, sur un

lot de souris, aprés avoir injecté par voie intraveineuse du 109 g, ils
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ont pu mesurer la radicactivité dans le corps entier et dans les poils
pendant 15 semaines, et trouver ainsi une bonne corrélation entre ces
deux facteurs (r = 0,99). Seulement, cette voie d'excrétion est trés
faible : moins de 0,5% de 1'élimination totale de l'organisme, et n'est
appliquable qu'aux animaux 4 fourrure, compte-tenu des problémes analy-

tiques résultant de la faible élimination.

3.1.3. ROLE DE LA METALLOTHIONEINE

La recherche du cadmium dans l'organisme a permis de
montrer qu'il était d'abord localisé dans les organites cellulaires
(noyau, mitochondries, microsomes), puis dans le surnageant du centrifugea
cellulaire. Dans cette fraction, il se trouve associé & une protéine de
faible poids moléculaire (6 & 8000), comparable a celle excrétée lors
de la protéinurie. Pour de nombreux auteurs, cette protéine serait la
métallothionéine dont le rdle dans le transport du cadmium dans 1l'orga-

nisme ne serait pas négligeable.

Le cadmium, par son affinité pour le soufre, se fixerait
sur la métallothionéine riche en résidus cystéiques donc en groupements —SH
Sous cette forme, le cadmium est transporté jusqu'aux reins, au il filtre
a4 travers le glomérule et est réabsorbé, puis fixé par les cellules du
tube proximal. Mais une trop grande quantité (seuil 200mg/kg) de cadmium
ainsi fixée entraine un déréglement du métabolisme mitochondrial et une
inhibition des peptidases. On constate aussi un déréglement du bilan
calcium-phosphore. Ces troubles des cellules rénales font alors diminuer
la réabsorption des protéines au niveau des glomérules ; il en résulte
alors une excrétion anormale dans les urines de protéines et particulie-
rement de Cd-métallothionéine. Cependant, celle-ci ne semble pas &tre la
seule protéine capable de fixer le cadmium et d'autres protéines de
poids moléculaire plus élevées ont été isolées lors de la protéinurie

(LUCKEY et coll., 1975).

Le rdle protecteur de la métallothionéine a été démon-—

tré en toxicologie aigué du cadmium, tandis qu'elle serait impliquée dans
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les lésions des tubules rénaux en intoxication & long terme (TERHAAR,

1965). En effet, un prétraitement par de faibles doses de cadmium ou par

!
|
|

de la métallothionéine isolée et purifiée limite les lésions testiculaires

(NORDBERG, 1972). Selon PISCATOR (1964), la métallothionéine serait syn-
thétisée dans le foie. WISNIEWSKA-KNYPL et TABLONSKA (1970) ont démontré

que le cadmium pouvait inhiber in-vitro 1l'activité des groupements -SH

de certains enzymes, alors que in-vivo les mémes concentrations sont sans

effet ; ceci serait 4l au fait que in-vivo le cadmium est fixé préféren-

tiellement sur la métallothionéine. L'action du cadmium sur d'autres

enzymes a été signalée. Ainsi l'activité d'enzymes contenant du zinc peut

étre inhibée par compétition du cadmium pour les sites..du zinc, et par
déplacement du zinc des métalloenzymes, comme les phosphatases alcalines
ou l'insuline. L'inhibition de certaines ATPases a aussi été mise en
évidence, par exemple dans les macrophages des alvéoles pulmonaires ou
PAM (LUCKEY et coll., 1975). Sur des souris, une dose de 400mg/kg dans
leur nourriture fait augmenter l'activité de la malique déshydrogénase
et de la glucose-6-phosphate désydrogénase, appartenant aux tissus

cardiaques et hépatiques (WEBER et REID, 1969).

En conclusion, cette description des effets du cadmium
sur les mammiféres ne se veut pas compléte, mais tend & montrer combien

l'action du cadmium est multiple, & de nombreux niveaux du métabolisme.

3.2. Effets sur les autres organismes

Si de nombreuses études de laboratoire sur les mammiféred

ont été entreprises pour mieux connaitre les effets et le mode d'action
du cadmium pour les extrapoler & 1'homme, la recherche des effets de ce

métal sur les autres organismes est plus limitée.

Les plus nombreuses données concernent le milieu agqua-

tique, car le cadmium semble y &tre un élément beaucoup plus toxique que

dans lé milieu terrestre. En effet, dans 1l'élément liquide, le toxique

- dispose de plusieurs voies d'accés dans l'organisme, qu'il peut emprunter

simultanément : voie respiratoire, branchiale et épithéliale, voie orale
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par filtration de 1l'eau, voie alimentaire.

3.2.1. EFFETS SUR LES POISSONS

Le poisson est un des organismes tests le plus souvent
utilisé. Ce sont les poissons salmonidés qui présentent la plus grande

sensibilité au cadmium.

En intoxication aigué, on observe une hyperactivité due
4 une respiration accrue. Le cadmium est alors de plus en.plus absorbé
et le poisson meurt par suffocation et paralysie : l'excrétion de subs-
tances du protoplasme entraine la formation d'un mucus coagulant provo-
quant la suffocation (SCHWEIGER, 1957). GARDNER et YEVICH (1970) suggérent
que la mort, chez la fondule (Fundufus heteroclitus), est causée par
diminution des échanges respiratoires de surface et déficience rénale.
Par contre, pour CEARLEY et COLEMAN (1974), ce seraient principalement
les mécanismes d'osmorégulation et d'échanges d'ions qui entralineraient
la mort. Cependant, le mode d'action du cadmium n'est pas complétement

connu et seuls des effets ponctuels sur certaines espéces ont été décrits.

Ainsi, & 10mg/l, une hyperplasie et une nécrose de l'épi-
thélium des lamelles secondaires des branchies ont été obtenues sur la
truite arc-—en-ciel (Safmo gairdnerdl). Cette espéce parait &tre parti-
culiérement sensible : une exposition de 24 h a 1,12mg/1 (dans une eau
a 4mg CaC03/l) produit une importante dégénérescence des structures bran-
chiales ; un détachement de la couche épithéliale, une hyperplasie et
une hypertrophie de 1'épithélium interlamellaire sont aussi observés. Pour
la méme espéce, la TLm 7j (median Tolerance Limit égquivalant & la CL 50)
est de 0,4mg/l en eau dure et calme ; par contre, en eau dure mais cou-
rante, elle est de 0,008 & 0,0lmg/1 (Anonyme, 1975). On constate

ainsi un trés net effet du faciés de l'eau.

Cependant, ces seuils ne donnent qu'une idée de la sen-
sibilité d'un organisme pour un toxique donné, mais la mort n'est pas le
seul paramétre qui peut étre pris en considération. Plusieurs auteurs

utilisent des critéres de toxicité plus fins.
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Ainsi, CHRISTENSEN (1975) remarque une augmentation de
l'activité actetylcholinestérasique chez des alevins de Safvelfinus |
gontinalis exposés & 0,7 et & 3,4 ug/l (en eau douce). Il constate paral-
lélement une diminution du poids et une augmentation de la teneur en ;
protéines. Le cadmium provoque des déséquilibres dans la balance ionique1
(augmentation dans le plasma des concentrations de Cl_, Na+ et Mg++ avec
parallélement une diminution des concentrations de K+ et Ca++ De ce fait

il serait responsable de troubles neuromusculaires, d'hyperexcitabilité

et de lésions du cordon médullaire (Anonyme, 1977}).

|
|
|
Si les reins et le foie sont souvent cités comme organes
cibles d'une intoxication au cadmium, une inflammation du pancréas a été |
observée sur des gardons survivant & une exposition & 9mg/l1 de cadmium
pendant 50 jours. Les modifications du métabolisme des glucides sont

attribuées & de tels troubles (Anonyme, 1977).

Au niveau histologique, GARDNER et YEVICH (1970) ont
montré des modifications dans les tissus hématopoliétiques chez la truite
arc-en-ciel et chez la fondule. Déja signalé chez les mammiféres, on
observe des nécroses testiculaires chez le poisson, ainsi qu'une réduc-

tion de la synthése in-vitro d'androgénes chez le saumon des fontaines

(Salvelinus gontinalis).

En intoxication sub-létale a long terme, des effets
peuvent étre mis en évidence sur la descendance : de 0 & 8/ug/l aucune
modification de croissance n'est apparente, tandis que le développement
des oeufs, le pourcentage d'éclosion et la survie des larves sont au
contraire affectés. Par exemple, aprés une exposition & 8 ug/l pendant
15 semaines, la mortalité est nulle, mais un examen histologique montre,
dans les ovaires des poissons exposés, des oocytes immatures a un des

premiers stades de développement (Anonyme, 1977).

Sur le méné & grosse t&te {Pimephafes promelas), on
observe, & 57/ug/l, une diminution significative de la survie des

embryons : le métal aurait vraisemblablement un effet sur le systéme cir-
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culatoire, comme en témoignent quelques arréts cardiaques et des caillots

de sang dans le systéme vasculaire (PICKERING et GAST, 1972).

SMITH et coll. (1976) ont étudié, plus particuliérement,

les effets du cadmium sur les constituants du sang ches le poisson-chat
(Tetalurus punctatus). Aprés des expositions de 0 a 800 ;ug/1, les protéine
et les triglycérides sériques, ainsi que l'activité de la transaminase
sérique, le rapport albumines/globulines, I'hématocrite et le taux d'hé-
moglobine ne montrent  aucune variation significative : si quelque
augmentation de l'activité de la transaminase sérique a été observée

pour plusieurs poissons a 100, 200 et 800/pg/l, cela reléve davantage

de la variabilité individuelle que d'une différence significative due au

cadmium lui-méme.

Qu'il s'agisse de la détermination des seuils l1étaux ou
des effets sur certaines fonctions physiologiques, il est nécessaire de
donner les conditions extérieures de 1'expérimentation. En effet, et
particuliérement dans le milieu aquatique, les facteurs abiotiques ont

un réle non négligeable sur la réponse d'un organisme 34 un toxique donné.

® Parmi les facteurs les plus influants sur la toxicité

du cadmium, on peut citer la dureté de l'eau. D'une fagon générale, la

toxicité du cadmium diminue quand la dureté (exprimée en CaCO3) augmente

(SPRAGUE, 1969) ; ceci pourrait impliquer un rdle protecteur du calcium.

'ZITKO et CARSON (1976) expliquent ce fait par la com-
pétition entre le cadmium et les autres cations sur des sites actifs
spécifiques, et en fonction des constantes de dissociation d'un cation
pour un ligand organique (glycine, glutathion), les auteurs expliquent
que le magnésium, par exemple, ne peut dimiﬁuer l‘effet toxique du

cadmium, car leurs constantes sont trop voisines.
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® La température a également un effet sur la toxicité

du cadmium, certainement par le fait méme qu'elle affecte le métabolisme
du poisson. Ainsi, la toxicité augmente avec la température : les CL 50-
53 sur le saumon (Salmo salar) sont respectivement de 1000/ug/l et

SO,ug/l a4 des températures de 4°C et 10°C, en eau douce (Anonyme, 1977).

@ De la méme facgon, lorsque le taux d'oxygéne dissous

dans 1l'eau devient un facteur limitant, l'effet toxique est plus grande-
ment reséenti : la frégquence des mouvements operculaires doit s'accen-
tuer pour permettre au poisson une oxygénation suffisante, mais cette
hyperactivité augmente la quantité de cadmium en contact avec les bran-
chies. Cependant, l'oxygéne dissous ne semble pas influencer la toxicité

du cadmium au-dessus de 4mg/l d'oxygéne (VOYER, 1975).

® La salinité et le pH de 1l'eau ont des effets moins

évidents sur la toxicité du cadmium. Il semblerait que les pH alcalins
soient plus favorables aux poissons, et que les CL 50 soient plus é€leveées
4 pH8 qu'a pH7. EISLER (1971) a étudié le rSle de la salinité en fonc-
tion de la température sur la toxicité du cadmium sur la fondule : &

20°C, la CL 50-8 j est de 15mg/l & une salinité de 5°/eec Se situe vers

_30mg/l 4 une salinité de 35°/eo. Pourtant VOYER (1975) ne trouve pas

d'effet significatif de la salinité sur le méme poisson entre 10 et

32°/,..

Les paramétres extérieurs ainsi déterminés, il est
intéressant de connaitre le ou les points d'impact du cadmium dans

les organismes des poissons.

Selon certains auteurs (MOUNT et STEPHAN, 1967), le
cadmium se fixerait au niveau des branchies, et une accumulation anor-
male (130-150/ug/g de matiére séche) de ce métal traduit une intoxica-
tion aigué. De plus, il semble gu'il y ait une corrélation positive
entre la quantité de cadmium retrouvée dans les branchies et la concen-

tration dans le milieu. Il en est de méme dans le foie pour le guppy




(Lepomis macrochinus). Pour la fondule, 1'organe d'accumulation serait
davantage les viscéres que les branchies (EISLER, 1971). Les muscles et
le squelette ne semblent pas concentrer le cadmium de fagon signifi-
cative, ni en fonction de la concentration, ni en fonction de la durée

d'exposition. -

Sur l'anguille (Anguilla anguifla), PALLY et FOULQUIER
(1975) ont étudié la fixation du cadmium en fonction du temps. Les or-
ganes cibles semblent étre, dans l'ordre, l'ensemble rate-coeur-vessie
natatoire, puis le foie, les reins et les:branchies. Si la concentration
en cadmium ne semble pas augmenter du 15° jour au 44° jour pour le
poisson entier, celle-ci augmente pour les organes cités, sauf pour le
foie. Sur le poisson-chat (Ictalurus punctatus), SMITH et coll. (1976)
ont montré une relation linéaire entre la concentration de cadmium
dans le milieu, et celle retrouvée dans les reins et dans le foie. Ils
notent également que les facteurs de concentration les plus élevés sont
obtenus pour les teneurs dans le milieu les plus faibles : a 50/ug/l,
f
£

12 dans le foie et f = 41 dans les reins, tandis qu'a 800,ug/1,

2 dans le foie et £f = 5 dans les reins.

Toujours sur 1l'anguille, ROMERIL etDAVIS (1976) ont
montré gque la concentration de cadmium dans l'organisme entier n'augmen-
tait pas en fonction de la température. En effet, par augmentation du
taux de croissance, entre 15,5°C et 25°C, et donc formation de nouveaux
tissus susceptibles d'accumuler le métal, la concentration spécifique
en métal des tissus reste la méme. L'organe privilégié d'accumulation

serait, pour ces auteurs, le foie par rapport aux tissus musculaires.

Ce rappel de quelques données de toxicité du cadmium
sur le poisson montre combien le mode d'action de ce métal est encore
difficile & cerner, et combien sont importantes les variations des |
résultats. En effet, les conditions des tests doivent étre strictement
définies pour que les résultats soient comparables, puisque beaucoup de
facteurs extérieurs (dureté, oxygéne dissous, température...)} ont un

effet de synergie avec le toxique. De plus, dans le milieu aquatique, le

voies d'entrée du toxique sont multiples et les mécanismes d'osmoré-
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|

\
gulation sont essentiels (VOYER, 1975) ; il est ainsi difficile de les

|
contrdler tous. Il en résulte une grande variabilité apparente inter-

spécifique et individuelle.

3.2.2. EFFETS SUR LES INVERTEBRES

Il existe, pour le cadmium,un certain nombre de don-
nées de toxicité pour différents invertébrés, appartenant aux différentg
biocoenéses aquatiques. THORP et LAKE (1974) ont déterminé, pour plu-
Sieurs espéces, les CL 50-%h du sulfate de cadmium en eau douce (dureté

égale 4 10 mg CaC0,/1).

0,04mg Cd/1 pour 1'amphipode Australochiltonia
subtenius

0,06mg Cd/1 pour la crevette Paratya tasmaniensis
0,84mg Cd/1 pour la nymphe de 1'éphémére Atalophlebic
aus thal is

250mg Cd/1 pour la nymphe de zygoptére Ischnura
hetenosticta,

et plus de 2000mg Cd/1 pour la larve de trichoptére
Leptoceridae.

Ces résultats montrent les différences de sensibilité |

importantes de divers organismes en réponse & une intoxication donnée.

Lors d'intoxications & plus long terme, la mortalité
provoquée par le chlorure de cadmium a lieu au bout de 7 jours & 10 ug/;

pour le crustacé Gammarus fossarum, en eau dure (320mg CaCO3/l).

Pour le chironomide Tanyfarsus dissimilis, la CL 50-10
est de 3,4 ug/l et pour le gastéropode Physa {integha, la CL 50-283j est
de 8,2/ug/l {(Anonyme, 1977).

Les effets sur la reproduction ont &té observés par

BOUTET et CHAISEMARTIN (1973) sur 2 crustacés : il y a une diminution

de 50% de la reproduction & partir de 40 ug/l pour Onconectes Limosus,
et & partir de 50 ug/1 pour Austropotamobius pallipes.
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La CL 50-63h du gastéropode Biomphalaiia glabrata est
de 0,1 mg/l en eau douce (25mg CaCO3/l), 4 pHB, et a 20°C, mais la repro-
ductidén est déja diminuée & des concentrations de 1l'ordre de 0,01 mg/l
(RAVERA et coll., 1974) : aprés éclosion, ies oeufs des mollusques traités
& 0,1 et 0,5 mg/l et transférés dans une eau non contaminée sont tous
morts au stade morula. Parmi les adultes traités, les survivants pré-
sentent une moindre mobilité, ne se nourrissent pas et secrétent un
abondant mucus. La résistance au cadmium des embryons de Biomphalaria
parait plus faible que celle des embryons d'huitres Chassostrea virginica;
la CL 50-48h de ces derniers est de 3,8mg/l, tandis que celle des em-
bryons de Biomphalaria est de 0,5mg/l. Comparée aux adultes (le temps de

survie est de 31 heures chez les adultes traités a 0,5mg/l) la sensi-

bilité au cadmium des embryons de Biomphalaria semble moins grande.

A ces doses sub-~létales, les effets systématiques du
cadmium sont plus rarement décrits, mais on peut citer les travaux de
LAKE et THORP (1974) sur le crustacé Paratya tasmaniensis: Les auteurs
ont mis en évidence des modifications ultrastructurales dans les bran-
chies : aprés une exposition de 96h & 0,03 et 0,05mg/l {(gui corres-
pond au diziéme de la CL 50-96 h ), on observe, sur des coupes histologiques
une dégénérescence des mitochondries avec accumulation de granules

(d'environ 470 i de diamétre), et par endroit, une dilatation des

espaces intercellulaires et des membranes du reticulum endoplasmique.

Comme dans le cas des poissons, la sensibilité au
cadmium des invertébrés aquatiques peut étre influencée par certaines
conditions du milieu. La dureté diminue la toxicité du cadmium sur
Tubdifex tubifex. a 20°C, les CL 50-48h sont 2,8 - 31 - 45 - 720 ug/1
pour des duretés respectives de 0,1 - 34,2 (sans tampon phosphate) -

34,2 (avec tampon phosphate) - 261 mg/l exprimées en CaCO3 (Anonyme, 1977,
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La mortalité semble, par contre, étre accentuée par

des teneurs élevées en oxygéne dissous (6 & 7,6mg/l) par rapport & des

concentrations plus faibles (3 & 4,9mg/l). Cette augmentation de toxicité
serait due & une augmentation du métabolisme pour les teneurs élevées
(Anonyme, 1977) . Cependant, ces résultats ne sont peut-é&tre pas

si surprenants car les besoins en oxygéne des invertébrés sont certaine-'
ment inférieurs 3 ceux des poissons, et il en résulte que de faibles

teneurs ne sont pas limitantes au développement des invertébrés.

L'influence de la température et de la salinité a été
étudiée par O'HARA (1973) sur le crabe Uca pugilator. D'une fagon géné-
rale, les températures les plus élevées (30°C) et les salinités les
plus basses (10% o0)entrainent une plus grande toxicité. Dans ces condi-
tions, la CL 50-48h est de 11mg/l et la CL 50-240h est de 2,9mg/l.

Le seuil le plus élevé est obtenu & 10°C pour une salinité de 30°/ 60
(CL 50-240h = 47mg/l). Les relations entre ces 2 facteurs montrent que

la température a moins d'effet aux salinités les plus élevées.

Cet effet de la salinité peut étre 4G, soit & la pré-
sence de précipités non toxiques des sels de l'eau de mer avec le métal,
soit & la réduction de l'entrée du métal dans l'organisme, par la pré-

sence d'un quotient osmotique de salinité.

Les mémes auteurs ont déterminé l'accumulation du
cadmium dans les différents organes du crabe par l'intermédiaire de
1'isotope radiocactif 1U9¢q. c'est ainsi que le cadmium se concentre
préférentiellement dans la glande antennaire ou glande verte (organe
d'excrétion) ou l'on retrouve des concentrations maximales de 380 ug/g
de matiére fralche dans les crabes exposés a 25 mg/l, et de 118/ug/g
pour une exposition & 5mg/l (& 30°C et une salinité de 20°/,,). L'ac-
cumulation maximale est obtenue dans les 12 premiéres heures, tandis

qu'aprés 24h, il y a une nette diminution.
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Dans les branchies, la concentration de cadmium aug-
mente en fonction du temps, péur aboutir & un maximum vers 48 h; la con-
centration de cadmium retrouvée dans les branchies des crabes exposés
& 25mg/l est de 110 ug/g, tandis que dans celle des crabes exposés a
S5mg/1l est de 181ug/g. Pour les plus fortes concentrations (25 et 15mg/l),
il y a diminution aprés 48 h de la concentration du cadmium dans les bran-
chies ; ce fait s'explique par la destruction probable des tissus, compte-
tenu de la mortalité obtenue & ces concentrations. L'évolution de la con-
centration en cadmium retrouvée dans l'hépatopancréas est assez comparable

a celle retrouvée dans les branchies, mais & des teneurs plus faibles.

Dans les muscles, la concentration en cadmium reste
constante et peu élevée : le maximum obtenu & une exposition de 25mg/1

est de 29,3/ug/g.

En accord avec MOUNT et STEPHAN (1967), O'HARA suggére
qu'il existe un seuil de concentration de cadmium dans les branchies au-
delad duguel il y a mort de l'organisme ; pour le crabe lUca pugilaton, ce

seuil serait de 110 ug/g de matiére fraiche.

Des expériences comparables ont été faites sur
1'huitre Crassostrea vinrginica pour déterminer 1l'accumulation du cadmium
dans ses tissus (sauf la coquille) & des teneurs cnompatibles avec celles
rencontrées dans le milieu naturel (ZAROOGIAN et CHEER, 1976). Ainsi,
aprés une exposition de 5 jug/l pendant 40 semaines, la concentration de
cadmium dans l'huitre est de 13,57’pg/g de matiére fraiche, soit 104,9QUQ@
de matiére sé&che, tandis que les teneurs dans les témoins sont reSpecti—
vement de 1,69 et 12,55/ug/g en matiére fraiche et en matiére séche.

De plus, cette accumulation observée en fonction du temps varie en fonc-
tion des saisons : en été (juillet-aoiit), l'accumulation est plus de 2

fois supérieure & celle que 1'on note pendant le printemps ou l'hiver.

C'est dire que les températures estivales entrainent une augmentation du
métabolisme de telle sorte que la filtration de 1l'eau augmente au travers
des branchies. THORP et LAKE (1974) ont également constaté des variations
saisonniéres de la sensibilité au cadmium : la CL50-96h est de 0,06mg/1
sur les crustacés Paratya tasmaniensis récoltés début juillet, et est de
0,18mg/1 pour les organismes récoltés au début de 1'hiver, pour des con-

ditions identiques d'acclimatation et de tests.
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Un autre facteur modifiant la toxicité du cadmium peut
étre la présence ou l'absence de composés organiques complexants. GIESY
et coll. (1977) ont étudié lesvmodifications de la toxicité du cadmium }
en fonction de la concentration et de la taille moléculaire des fractions
organiques (acides humiques ou fulviques, par exemple). Ainsi, en eau i
témoin, la CL 50-48h du crustacé Simocephalus servrulatus est de 7,0 /ug/l‘
tandis que dans une eau de l'étang de SKINFACE (CALIFORNIE), riche en
matiére organique, la CL 50-48 h est de 35,0/ug/l, pour des duretés com-
parables et faibles. Cette diminution de la sensibilité au cadmium, en
fonction de la présence de ligands organiques, est plus significative
pour le zooplancton que pour le poisson (Gambusia aff§inis dans 1'expé-
rimentation considérée), certainement en raison de l'crdre de grandeur
méme de cette sensibilité : quelques Aig/l pour le zooplancton, quelques

mg/l pour le poisson.

Sur le terrain, l'étude de la dynamique des popula-
tions dulgaguicoles, avant et aprés un effluent industriel, montre des
différences de réponse par rapport aux tests de laboratoire. Par exemple,
dans une eau de pH7 et de dureté égale & 254mg CaCO3/1 et contenant de
6,8 a 9,3,ug Cd/l, la mortalité de la truite Arc-en-Ciel est de 32%,
tandis que la faune des invertébrés normalement présents ne semble pas
affectée (Anonyme, 1977). Ceci supposerait que les effets directs sur
les poissons eux-mémes sont vraisemblablement plus importants que les
effets indirects dus & la diminution de nourriture. De plus, les effets
sur les invertébrés aquatiques ne semblent pas irrémédiables par rapport
4 ceux sur les poissons : aprés un rejet industriel entrainant, dans le
milieu, des concentrations de cuivre de 30,&9/1, de zinc de 150,ug/l et d
cadmium de 40/pg/l ; les crustacés, les mollusques, les larves d4'odonatesg
et les plécoptéres sont éliminés ; les populations d'éphéméres, coléop-
téres et phryganes sérieusement affectées ; mais plus loin, 1a ou la
pollution a diminué de 20 & 30%, tous les groupes taxonomiques sont &
nouveau représentés , les crustacés et les larves campodéiformes de

phryganes ne sont méme plus abondants (THORP et LAKE, 1973).
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3.2.3. EFFETS SUR LES VEGETAUX

D'une facon générale, le cadmium semble moins toxique
poux lé matériel végétal que pour le matériel animal. Le cadmium agirait
au niveau de la photosynthése en réduisant la concentration totale des
pigments chlorophylliens (BAZZAZ et GOVINDJEE, 1974) . Il en résulte donc

une diminution de la productivité primaire.

Quelques expériences ont ainsi été faites sur la
réduction du rendement de certaines plantes en fonction de la quantité de
cadmium introduite dans le sol. JOHN et coll. (1972) ont constaté une
diminution de 14% de la production de laitues, et de 67% de celle de
radis aprés 3 semaines de culture sur un sol intoxiqué par du cadmium

a 100 ug/g de matiére séche de terre.

Ils ont ensuite déterminé par spectrophotométrie
d'absorption atomique, les teneurs en cadmium dans les différents lots.
Pour les feuilles de laitue, ils ont retrouvé en moyenne 138/ug/g de
matiére séche dans les essais par rapport a 2,3 sag/g dans les témoins;
dans les racines de radis les concentrations sont en moyenne de 387 pg/g

et 7,4)pg/g, dans les essals et les témoins respectivement.

Dans le cas de plantes fourragéres, le tableau III
représente les concentrations de cadmium obtenues dans les récoltes
soumises & des concentrations de cadmium dans le sol entrainant une di-

minution de 25% du rendement.

La sensibilité au cadmium varie en fonction des dif-
férentes espéces cultivées ; ainsi le montrent les différentes valeurs
obtenues pour une inhibition de 50% de la croissance : 0,2 mg/l pour
haricot, betterave, navet ; 1,0mg/l pour mais et laitue ; 5mg/l pour
“tomate et orge ; 9mg/1 pour le chou. Il y aurait élimination partielle
de la microflore du sol pour des teneurs en cadmium supérieures &

250mg/g en matiére séche, (Anonyme, 1975).



Cd ajouté dans le sol Cd retrouvé dans les
Plantes plantes
Jg/g (matiére séche) /ug/g (matiére séche)
Sorgho
(Sorghum halepense) 15 9
Luzerne
(Medicago sativa) 30 , 24
Tréfle
(TrRifolium hepens) 40 17
Festuque
(Festuca elationr) 95 37
Chiendent
(Cynodon dactylon) 145 43
Tableau III : Relation entre la concentration de cadmium dans le sol en-

tralnant une diminution de 25% du rendement et la concentra-
tion en cadmium retrouvée dans les plantes (d'aprés BINGHAM

et coll., 1976).

|

Selon le méme rapport, les facteurs affectant l'absor‘
ption du cadmium du sol par les piantes seraient la quantité de matiére
organique dans le sol, la capacité du sol & absorber le cadmium et le
poids de cadmium échangeable contenu dans la fraction du sol. Le
PH du sol aurait également une influence sur la toxicité du cadmium et son
absorption par les plantes. Le cadmium est trés mobile dans le sol, sa
disponibilité pour les plantes est grande d'autant plus que les sols sont
acides. La présence ou l'apport de certains ions, tels que le calcium, le
magnésium, ou le potassium permet de rétablir une croissance normale des
plantes, malgré la présence de cadmium, pour 2 graminées : Festuca ovina

et Agnositis tenuls (SIMON, 1977).
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En pollution atmosphérique, des mousses épiphytes sont
utilisées comme indicatrices de la contamination par le cadmium : en SUEDE,
la teneur en cadmium en zone non polluée de Hypnum cupressiforme est de
O,7—1,2/ug/g de matiére séche tandis qu'elle est de 7,5/ug/g dans le centre
de STOCKHOLM, et de 9,5/ug/g dans une ville du PAYS de GALLE. En zone trés
contaminée par les métaux, cette mousse ne peut survivre. En FINLANDE,
c'est le lichen CLadonia alpesthis qui est utilisé comme indicateur de
pollution, et aux U.S.A. une bromeliacée, TilLandsia usneoides, présente
une accumulation de cadmium de 20 ug/g en zone polluée pour des teneurs de

2,0 a 3,8/pg/g en zones rurales (FLEISCHER et coll., 1974).

Ce sont, en effet, les plantes au systéme végétatif
simple (sans feuilles ni racines) qui sont le plus susceptibles d'étre
de bons indicateurs de pollution atmosphérique. Ces organismes sont direc-
tement dépendants de l'air qui leur fournit les éléments nutritifs indis-
pensables dissous dans l'eau sous toutes ses formes (pluie, brouillard,
ruissellement). Ainsi, la répartition des lichens autour d'une zone urbaine
permet, par exemple, une cartographie de la pollution par 1l'anhydride

sulfureux (SKYE, 1968).

Les effets physiologiques du cadmium sur les plantes
sont mal connus ; ce seraient les mitochondries qui seraient les organites
les plus concernés. Des modifications structurales dues au cadmium entrai-
nant des perturbations dans la chaine des phosphorylations oxydatives,ont €té
observées chez le mais (MILLER et coll., 1973) ou les cellules de levure

(LINDEGREN et LINDEGREN, 1973).

Pour les algues, les données sont peu nombreuses. Ce
ne sdnt que des valeurs obtenues le plus souvent sur le terrain, a part
quelques études de toxicité sur des organismes tests de laboratoire. Une
concentration de 300 ug/l est létale pour Sefenastrum capricornutum, en
eau de faible dureté (15mg CaCO3/l), mais il y a inhibition de croissance
dés SO)pg/l. De méme, le cadmium inhibe la croissance de Scenedesmus
quadriicauda a partir de SOIug/l. Pour cette méme algue, KLASS et coll.
(1974) ne trouvent aucun effet toxique significatif sur la numération

3 des concentrations de cadmium inférieures a 6,1/ug/l. Par contre, a
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20/ug/1, il y aurait diminution de 70% de la production primaire d'aprés

BURNISON et coll. (1975).

Pour ces mémes auteurs, le phénoméne apparaitrait &
100 ng/l pour Chlorella pyrenoidosa et & 1mg/l pour Chlorella vulgaris et
Ankistrhodesmus 4alcatus. A ces concentrations, des changements morpholo-
giques dus au cadmium sont constatés par microscopie électronique, dans la
structure des membranes et dans la vacuolisation du cytoplasme. Des modifi-
cations ultrastructurales des mitochondries sont aussi observées, avec dimi

nution de la synthése 4'ATP (SILVERBERG, 1976).

Dans les eaux naturelles, les concentrations en
cadmium retrouvées dans le phytoplancton sont faibles, compte-tenu des
faibles teneurs du milieu. Dans la baie de MONTEREY (U.S.A.), 4,8)pg/g
de matiére séche sont retrouvées dans des diatomées, tandis gque dans la
baie de CALIFORNIE, l'accumulation est supérieure & 16,5/ug/g (MARTIN et
BROENKOW, 1975).

Dans les laminaires, Laminaiia digitata, ce serait
la présence des alginates qui, par leur affinité pour les cations divalents
permettrait l'accumulation du cadmium, entre autre métaux (BRYAN, 1971).
Selon KINKADE et ERDMAN (1975), ce pouveir cumulatif du cadmium dans les
algues dépendrait de la dureté totale calcique et magnésienne. Ils ont
ainsi montré, sur Nitella 4Lexilis, que dans une eau de dureté nulle,
l'accumulation du cadmium, au bout de 21 jours, est de 40% supérieure a

celle obtenue dans une eau dure (150mg/l exprimée en dureté totale).

Cependant, les données sur l'accumulation du cadmium
dans les algues et sa toxicité restent rares. Il semble donc nécessaire de
développer les recherches dans ce domaine, puisque la biomasse, a ce
niveau trophique, est la plus grande et toute modification de la quantité
et de la qualité de celle-ci peut entrainer de graves perturbations dans

les écosystémes aquatiques. ‘
|
|
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3.3. Discussion

Ce chapitre, non exhaustif, a eu pour but de décrire
la toxicité du cadmium aux différents niveaux d'organisation de la vie.
Les différents effets mentionnés montrent que le cadmium est, dans 1l'en-
vironnement, un des métaux les plus toxiques, et que les concentrations
retrouvées dans les organismes laissent supposer un pouvoir cumulatif non

négligeable.

L'étude des variations de certains facteurs abioti-
ques de 1'environnement (température, dureté de 1'eau, teneur en oxygéne
dissous...) a montré que les stress physiologiques en résultant, diminuent
la tolérance des organismes aux polluants de l'environnement. C'est pour-
quoi, il est nécessaire de définir strictement les conditions physico-
chimiques dans lesquelles les effets toxiques sont mis en évidence. Ceux-
ci peuvent paraitre trés diversifiés, et les doses toxiques trés variables

en fonction des différents organismes considérés.

Cependant, certains effets majeurs sont comparables
d'une espéce & l'autre. Nous citerons quelques exemples de rapprochements

possibles :

. On peut ainsi remarquer que la fonction respira-
toire est généralement perturbée, que ce soient les
poumons des mammiféres ou bien les branchies des

organismes aquatiques.

. En intoxication aigué, de nombreux cas pathologiques
au niveau des organes reproducteurs sont observés :
nécroses testiculaires chez les mammiféres, pro-
blémes de maturité sexuelle chez certains inverté-

brés.

. Lorsque 1'exposition & des concentrations sub-
létales est prolongée, il y a dégénérescence du.

foie et troubles de la fonction excrétrice :
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dysfonction rénale avec protéinurie chez les mam-
miféres, accumulation de cadmium dans la glande

antennaire du crabe ainsi que dans l'hépatopancréas

La connaissance des mécanismes d'action du cadmium
reste a approfondir au point de vue biochimique et physiologique. Mais les
impacts de ce métal dans l'environnement doivent davantage étre étudiés
pour éviter tout phénoméne de toxicité induit par les chalnes trophiques,

et limiter ainsi toute perturbation grave et irrémédiable de 1'écosystéme.




DEUXIEME PARTIE : MATERIEL ET METHODES
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CHAPITRE I : LE MATERIEL BIOLOGIQUE

Les espéces idéales entrant dans la composition d'une chaine ali-
mentaire expérimentale doivent satisfaire un certain nombre de conditions énumé-

rées ci-dessous

. Appartenance a un écosystéme naturel, et encore mieux, & un

méme niveau mésologique.

. Obtention et élevage de populations homogénes et facilement dis-
ponibles tout au long de 1'année & 1'aide de méthodes de culture

ou d'élevage suffisamment simples.
. Courte durée des cycles biologiques.
. Valeur nutritive suffisante des proies.

. Tolérance des individus d'une méme population les uns par rapport
aux autres : absence de cannibalisme, absence de compétition

chimique inter et intraspécifique.

. Valence écologique élevée (espéces euryéces).

1. LES PRODUCTEURS

Le matériel que nous avons utilisé est l'algue Chlorella vulgarnis B
eucaryote unicellulaire chlorophyllien de la classe des chlorophycées, dont on

peut rappeler la place dans la systématique :

E : chlorophytes - Cl1 : chlorophycées - s/cl : chlorophycidés -
O : chlorococcales - F : oocystacées - G : Chlonella -
sp -: vulganis B.

La souche étudiée est la souche 211/11b du centre de culture

d'algues et de protozoaires de CAMBRIDGE.
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L'écologie de cette algue’est_mal définie. On peut cependant pré-
ciser que ' Chlorella Uuﬂganib‘se trduve‘dans de nombreux écosystémes dulgaqui-
coles, que ce soient des riyiéres,'des lacs ou des étangs. Elle est ainsi citée
par FINDENEGG (1972) , PLANAS (1975), MATONICKIN et PAVLETIC (1975) en différents

lieux géographiques, mais elle n'y constitue pas la population dominante.

Toutefois, il est & signaler que la détermination de 1'espéce,
voire du genre, pose de nombreux problémes, d'ordre biochimique principalement
(PIERRE, communication personnelle), et que 1'espéce Chlorella vulgaris utilisée
isolée et sélectionnée dans les laboratoires spécialisés peut étre différente de
1'espéce appartenant au phytoplancton naturel, comme la notion de souche tend a

le confirmer.

1.1. Rappels morphologiques et physi ol ogiques

Chlonella vulgaris est une algue unicellulaire, solitaire, non
flagellée, de forme sphérique et de rayon compris, pour la souche utilisée, entre

1 et 10/u selon le moment du cycle cellulaire.

Une des caractéristiques de cette algue est la résistance de sa
paroi cellulaire. NORTHCOTE et coll. (1958) ont décrit la composition et la
structure de celle-ci chez une autre espéce de Chlorelles (Chlorella py&enOLdOAa
et ont précisé une épaisseur de paroi cellulaire de 210 A pour un -diamétre moyen
de cellule de 3—4/p. C'est seulement ATKINSON et coll. en 1972 qui auraient isole
chez Chlorella pynenoidoéa, une substance constitutive de cette paroi, responsabl
de la résistance, la sporopolénine : chez Chlorella vulgaris, ce phénoméne devral
&tre comparable, car il s'agit de la morphologie méme de 1l'algue et non pas de 1
composition physico-chimique. En effet, un des critéres de différenciation de ce
2 espéces serait l'activité hydrogénasique selon KESSLER (1962) et KESSLER et
SOEDER (1962). Ainsi, dans le cas d'une déficience en azote, Chlorella pyrenoldo
serait capable de synthétiser des caroténoides secondaires, tandis que Chlonella

vulgaris ne le pourrait pas (KESSLER et coll., 1963).

PEARSALL et LOOSE (1937) ont particuliérement étudié la composi-

tion chimique de la chlorelle (concentration en protéines, glucides et_lipides)

tandis que SPOEHR et MILNER (1949) ont plus spécialement observé les variations
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de celle-ci én fonction des conditions extérieures (lumiére, température, C02,
milieu nutritif...). Cette algue est trés fréquemment utilisée en laboratoire, en

physiologie particuliérement depuis les travaux de WARBURG (1919).

La plupart des auteurs détermine la composition physico~chimique
en pourcentage d'azote, de carbone, d'oxygéne et d'hydrogéne par rapport au poids
de matiére séche. Ils définissent un degré de réduction ou "R-value" (SPOEHR et
MILNER, 1949), qui est l'expression de la gquantité d'énergie disponible contenue
dans le matériel biologique analysé. Plus le matériel est riche en substances

organiques, plus le R-value est grand : il est proportionnel & la chaleur de com-

bustion, qui peut &tre mesurée par bombe calorimétrique par exemple.

KETCHUM et REDFIELD (1949) indiquent la composition chimique et
biochimique de plusieurs algues dont Chlorefla vulgaris, et précisent qu'en
pourcentage, les proportions de carbone, d'azote et d'hydrogéne restent voisines
et comparables d'une espéce a l'autre, cultivées au laboratoire dans les mémes

conditions, ou méme pour des communautés naturelles du phytoplancton.

La reproduction, chez la chlorelle, n'est pas sexuée ; la crois-
sance de la population est due & une libération, de facon végétative de 2, 4, 8
4 16 autospores, & partir d'une cellule mére (BAYEN, 1975). La rapidité de ces
divisions cellulaires est directement liée aux éléments nutritifs et énergétiques

qui sont fournis aux organismes.

1.2. Conditions de culture

Le milieu de culture choisi est celui de LEFEVRE-CZARDA, modifié
Par incorporation d'oligo-éléments, déja utilisé par LEPAILLEUR et coll. (1973)
pour proposer une technique d'étude de la toxicité d'un polluant vis-a-vis de
Scenedesmus quadricauda. Le tableau IV donne la composition de ce milieu qui
s'avére trés simple, par rapport & d'autres utilisant du glucose (HOPKINS et
WANN, 1926) ou bien de 1'EDTA, comme agent complexant des micro-éléments indis-

pensables & la croissance de la chlorelle (KUHL, 1962).
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Scolution de base

Ca (N03)2, 4 H2O 40 mg
K NO3 100 mg
Mg SO4, 7 H20 30 mg
K2 HPL% 40 mg
H20 gsp 1000 ml1

. Oligo-éléments I

Cu SO4, 5 H20 0,3 mg
(NH4)6 Mo, 024 0,6 mg
Zn SO4, 7H2O 0,6 mg
Co C12, 6H20 0,6 mg
Mn (N03)2, 4 H20 0,6 mg
C6H807, H20 0,6 mg
H3 BO3 0,6 mg
HZO gsp 10 ml

. Oligo~éléments II

Citrate de Fer 16,25 mg
Sulfate de fer 6,25 mg
Perchlorure de Fer 6,25 mg
HZO gsp 10 ml

T ableau IV : Composition du milieu de culture des algues.
Milieu de LEFEVRE-CZARDA, modifdié par L'incorporation
de 7 solutions d'oligo-éLéments (0,5ml de chaque pan
Litne de solution de base).

Le dosage par autoanalyseur TECHNICON des ions calcium et
magnésium donne une dureté de 32mg/l, exprimée en CaCO3, tandis que par le

calcul, elle est de 29mg/l.
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Le développement de nos cultures est donc autotrophe puisque 1le
milieu ne contient pas de substances organiques. C'est pourquoi la croissance
cellulaire est strictement dépendante de la lumiére avec une vitesse directement
proportionnelle & la durée d'éclairement (SPOEHR et MILNER, 1949). La photosyn-
thése est assurée par un €clairage moyen de 1600 lux distribué par l'intermé-
diaire de tubes fluorescents GRO-LUX (Sylvania-lifeline) F40T12/GRO. Des inten-
Sités lumineuses de 6000 & 12000 1lux en continu sont plus couramment utilisées car
elles permettent une croissance trés rapide, mais de plus faibles intensités
(500-3000 lux) suffisent, selon KUHL et LORENZEN (1964), pour obtenir un dévelop-
Pement satisfaisant. Pour nous rapprocher des conditions naturelles, nous avons
choisi arbitrairement une photopériode jour-nuit de 16/8, sans pour autant sou-
haiter et vérifier le synchronisme obtenu. En effet, certains auteurs (PIRSON
et LORENZEN, 1958 -~ LORENZEN, 1956, 1957 - KUHL et LORENZEN, 1964) préconisent
cette méthode pour induire un synchronisme nécessaire & certaines études de phy-
siologie : recherche de certains métabolites qui dépendent de 1'dge des cellules,
par exemple. Cependant, d'autres interventions (centrifugation fractionnée, longue
phase d'obscurité) semblent nécessaires pour obtenir un bon synchronisme, c'est-
a-dire un pourcentage élevé de cellules du méme dge en méme temps. C'est pourquoi,
nous pensons que nos cultures ne présentent pas un synchronisme parfait, ce qui

nous semble ni un avantage ni un inconvénient pour des études 4d'intoxication.

On peut penser que pour des conditions de culture optimales, les
effets dus & un toxique sont minimisés. Nos propres conditions de culture choisies
sont limitantes pour l'ensemble des facteurs (composition du milieu, lumiére,
température...) et ainsi, les plus faibles modifications de la croissance, dues

a un agent toxique, pourront &tre plus facilement mises en évidence.

La culture des algues est réalisée dans des erlenmeyers de 125 &
2000 ml. Ce sont des cultures de masse, puisqu'il n'y a aucun apport nutritif
durant le développement des algues. Les erlenmeyers sont bouchés par du coton
cardé, et les plus petits (125 ml) sont agités en continu sur un agitateur méca-
nique (NBS, modéle G10), réglé a 150 agitations par minute. On réalise ainsi une
bonne homogénéisation des cultures et une aération suffisante (PEARSALL et LOOSE,
1937). Ces cultures sont utilisées pour étudier la croissance des algues, dans
différentes conditions d'intoxication. Une modification de ces erlenmeyers (fig. D)

permet une mesure facile, par opacimétrie.



62.

Figure 2 : Erlenmeyer de culture. Modification permettant

la mesure de la D.O. par opacimétrie.

Les plus grands erlenmeyers sont utilisés pour la production
d'algues nécessaire & la nutrition des daphnies. Les cultures sont aérées par
un bullage d'air (aérateur RENA 301), ce qui permet également l'agitation des

+
algues. Dans les deux cas, la piéce est thermostatée a 20- 1°C.

Les conditions d'axénie sont respectées en stérilisant les
milieux de culture & 1'autoclave pendant 30 minutes. L'ensemencement doit se fa
au moins 24 heures aprés stérilisation, sinon on constate une inhibition de la

croissance (RICE, 1954).

L'axénie des cultures est vérifiée périodiquement par le labora

toire de microbiologie. Ces contrdles de stérilité sont faits par ensemencement
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de la culture sur un bouillon au thioglycolate résazurine, spécialement congu
pour ces tests ; la contamination bactérienne est détectée aprés incubation

a 37°C pendant 24 heures et plus, si nécessaire.

De plus, les cultures présentant & l'ceil nu des modifications
anormales de la croissance, en 1'absence de tout toxique, comme un développement
irrégulier, ou un jaunissement, sont alors éliminées et recommencées. Toutefois,
LEWOVA et coll. (1970) ont étudié les effets de plusieurs souches de bactéries
sur la croissance de quelques souches de chlorelles et ont constaté qu'elles n'en

étaient pas affectées pour la plupart.

En fonction des précautions prises, les modifications de crois-
sance observées pour les cultures intoxiquées par le cadmium, sont bien dues au

métal lui-méme.

A part les cultures ensemencées pour les expérimentations, 1l'en-
tretien de la souche est assuré par un repiquage hebdomadaire, pour éviter 1'é-
puisement du milieu et le vieillissement des cultures (PRATT, 1940). Celui-ci
serait en relation avec un phénoméne d'auto-destruction des populations par
synthése d'une toxine appelée chlorelline (PRATT, 1940 - PRATT et FONG, 1940 -

RICE, 1954 - LEFEVRE et coll., 1949, 1951).
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2. LES CONSOMMATEURS PRIMAIRES

L'espéce que nous avons choisie est la daphnie (Daphnia magJ
Str., souche 1820 fournie par 1'IRCHA). C'est un arthropode appartenant & la
classe des crustacés, sous-classe des branchiopodes, ordre des diplostracés,

sous-ordre des cladocéres.

La daphnie est largement répandue dans les eaux de la zone
tempérée de la biosphére. On la rencontre, en général, dans les eaux stagnante
ou & cours lent, que ce soit dans des flaques d'eau ou des trous d'eau, dans
des mares de ferme ou des abreuvoirs, dans des étangs de pisciculture ou des

lacs. Elle est plus rarement présente dans les riviéres.

La daphnie vit généralement sous une faible épaisseur d'eau,
au milieu des végétaux : c'est dire gu'elle est essentiellement littorale
(PACAUD, 1939). Elle se rencontre dans les eaux peu minéralisées, riches en )
matiéres organiques dissoutes ou en suspension et peu polluées par les micro-

polluants chimiques. On est ainsi amené & la classer dans la zoneP—mésosaprob

selon la classification de KOLWITZ et MARSON (1909).

La daphnie se nourrit en général de bactéries, d'algues et 4
divers détritus végétaux. Les auteurs ne sont d'ailleurs pas unanimes sur la
part relative de ces éléments dans le régime alimentaire de la daphnie. MAC MA
et RIGLER (1963) distinguent trois sortes de comportement alimentaire corres-

pondant & des battements différents des antennes.

La daphnie est également connue sous le nom de puce d'eau en
raison de sa locomotion saccadée. C'est une nageuse relativement vigoureuse,
progressant par une succession de bonds. Elle peut atteindre une vitesse de

1 métre par minute.

Le déplacement de la daphnie est fortement influencé par la
lumiére. Elle est attirée par des intensités faibles ne dépassant pas 500 lux,
mais ce phototropisme varie suivant l'état physioclogique et les conditions du
milieu (ROSE, 1929). Par ailleurs, les phénoménes de chimiotactisme n'ont pas

été spécialement mis en évidence.
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2.1. Rappels morphologiques et physiologiques (figures 3 3 7)

Cette espéce est la plus grande des daphnies puisqu'elle
peut atteindre, & 1'état adulte, 5 mm de longueur. L'animal est aplati latéra-
lement et de forme ovalaire. La téte, d'aspect triangulaire, est bien séparée
du reste du corps. Elle comporte un seul oeil résultant de la fusion de deux
yeux latéraux réalisée pendant la vie embryonnaire. Cet oeil présente une struc-
ture complexe : il est md par trois paires de muscles dans toutes les directions
ce qui lui confére une grande mobilité. Le reste du corps, recouvert d'une
carapace bivalve présente une symétrie bilatérale. Entre les valves, se trouvent
les appendices thoraciques au nombre de 5 qui brassent l'eau d'un mouvement
continu. Les valves sont terminées par une épine caudale plus ou moins longue.
Le post-abdomen se termine par une griffe bifide, et c'est 1'é&chancrure profonde
du bord dorsal de celui-ci qui permet de distinguer facilement cette espéce
des autres espéces de daphnie (figure 5a). A la jonction de la téte et des
valves, s'insére la deuxiéme paire d'antennes : elles sont trés développées et
biramées. Ces rames, dont l'une est triarticulée, et 1l'autre quadriarticulée,
servent & la locomotion (figure 5b). La premiére paire d'antennes est réduite
a4 deux appendices n'intervenant pas dans la locomotion. La carapace est trans-—
parente. Le tube digestif apparait ainsi comme un fin cordon noir paralléle a
l'axe du corps. Il débouche au bout du post-abdomen. Les ovaires sont situés de
chaque cdté du tube digestif. Les oeufs se distinguent facilement dans la poche
incubatrice située dorsalement. Cette transparence rend les différents organes
facilement visibles & 1'oeil nu ou & la loupe binoculaire, ce gqui permet d'obser

ver leur fonctionnement sans pour autant perturber l'animal.

La daphnie est un organisme représentatif du zooplancton
filtreur. Les particules alimentaires en suspension dans le milieu sont dirigées
vers la bouche grdce au courant d'eau créé par le mouvement des appendices thora-
ciques (WEISMANN, 1877). Elles sont filtrées et retenues par les soies filtrante:
ou endopodites de ces mémes appendices. NAUMANN (1921) et STORCH (1922, 1924,
1925) ont étudié de fagon détaillée la structure et le mécanisme d'action de
1'appareil filtrant des cladocéres. Pour les daphnies, ce sont surtout les soies
filtrantes des 3° et 4° paires d'appendices thoraciques qui jouent un rdle

important dans la filtration de la nourriture.
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a 1l'état adulte environ 60 heures.

La longévité de la daphnie dépend de la température.Elle est|

en moyenne de 45 jours a 18°C, et seulement de 29 jours a 28°C (MAC ARTHUR et
BAILLIE, 1929). ANDERSON et JENKINS (1942) ont observé, quant a eux, une durée

de vie moyenne de 40 jours, calculée sur 159 daphnies & 20°C.

La reproduction a lieu essentiellement par voie parthénogé-
nétique. Cette caractéristique est intéressante pour 1l'expérimentateur, puisqu'
elle permet d'obtenir des élevages de souche pure & partir d'une seule daphnie.
Toutefois, il y a apparition de reproduction sexuée lorsque les conditions
deviennent défavorables. Il faut noter & ce sujet que le dimorphisme sexuel
est trés marqué : le midle est caractérisé par une taille beaucoup plus petite
et des antennules trés développées (figure 6a). La femelle parthénogénétique
pond en une seule fois des oeufs qui vont séjourner et se développer dans la
chambre incubatrice dorsale (fiqure 6b). Le nombre d'oeufs pondus peut aller
de 1 a 40 selon les auteurs. Au bout de 2 & 3 jours, les jeunes daphnies vivi-
pares sont évacuées dans le milieu ambiant quelques heures avant la mue. Lorsqy
les conditions deviennent défavorables (baisse de température, asséchement du

milieu, confinement trop important d'animaux provoquant une accumulation des

produits d'excrétion et une diminution des particules nutritives), il apparait
des femelles qui donnent naissance & des midles et & des femelles : les femelle‘
fécondées par des midles donnent des "oeufs durables". Ceux-ci sont plus grands
et au nombre de 2 (figure7 ). La chambre incubatrice secréte une enveloppe
protectrice particuliére : 1l'éphippium (en forme de selle sur le dos de la
femelle). L'éphippie ainsi constituée a une forme ovale et une couleur brun-
foncé. Elle se détache au moment de la mue. Les oeufs durables peuvent ainsi
résister 4 des conditions particuliérement dures, jusqu'd ce que leé condition
extérieures redeviennent favorables. C'est ainsi que, par exemple, ces oeufs
sont pondus avant 1'hiver pour assurer au printemps la réapparition de l'es-
péce. Les oeufs durables donnent naissance & des femelles parthénogénétiques

qui recommencent le cycle.




Figure 3

Vues latérales de femelles parthénogénétiques possédant quelques ouefs dans la poche

incubatrice ( grossissement 25x ).



Figure 4a : Vue latérale d'une daphnie ne possédant pas Figure 4b : Vue latérale d'une daphnie possédant
d'oeufs dans la poche inubatrice ( grossissement 25x ). de nombreux oeufs dans la poche incubatrice

( grossissement 25x ).



Figure 5a : Détail du postabdomen de Daphnia magna ( grossissement 250x ).

Postabdomen de Daphnia magna

(d'aprés PACAUD, 1939).

Figure 5b : Détail d'une antenne
biramée. Mise en évidence d'une
rame triarticulée et d'une rame
quadriarticulée ( d'aprés
BECKER, 1975, grossissement

95x ).




Dimorphisme sexuel d'aprés la forme de
la téte (d'aprés PACAUD, 1939).

A = male

B

femelle

Figure 6a : Détail de la téte ( grossissement 250x ).

Figure 6b : Détail d'une poche
incubatrice avec embryons,

( grossissement 250x }.
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Figure 7 : Vue latérale d'une daphnie portant une éphippie ( grossissement 100x ).
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Les échanges respiratoires se font surtout au niveau des épi-

podites des appendices thoraciques.

Les appendices assurent donc, non seulement 1l'apport de nourri-
ture, mais aussi le renouvellement de l'eau au contact des épipodites branchiaux.
Ceci implique que le ralentissement ou l'arrét du mouvement des appendices tho-
raciques va entrainer des conséquences graves pour la nutrition et la respira-

tion de l1l'animal.

La daphnie présente un cas intéressant de régulation pour un
des constituants du sang, l'hémoglobine, trés étudié par FOX (1957), sur
diverses espéces de daphnies. Lorsque le milieu est bien oxygéné, on observe
des daphnies de couleur pale. Par contre, lorsque la teneur en oxygéne diminue
en-dega d'un certain seuil, les daphnies prennent une teinte rouge. Celle-ci est
due & une augmentation de la concentration d'hémoglobine dans le sang, ce qui
pallie le déficit du milieu extérieur. Cette augmentation peut étre de l'ordre d
20 fois la concentration de départ, ce qui est considérable si on la compare a L
capacité d'adaptation des hommes aux atmosphéres raréfidée d'altitude, ou la
concentration en hémoglobine n'augmente, au maximum, que de 1/5. Cette augmen-
tation ne peut se faire toutefois que si les daphnies sont bien nourries, et
si le milieu contient suffisamment de fer, constituant de 1'héme. L'augmenta-

tion de température provogue, & un moindre degré, le méme phénoméne.

Comme tous les crustacés, les daphnies muent. La présence
d'une carapace chitineuse rigide empéche toute augmentation de taille, si ce
n'est immédiatement aprés la mue, lorsque la nouvelle enveloppe est encore
tendre et molle. On distingue une avant-mue ou proecdysis, la mue proprement
dite ou ecdysis, l'aprés-mue ou metecdysis, ainsi que la période inter-mue.
Lors de la mue proprement dite, 1'animal double pratiquement son volume pendant
une minute environ. Ce gonflement est dd & une brusque entrée d'eau dans 1l'ani-
mal (GREEN, 1963). Toutes les étapes de la mue sont contr&lées par des hormones
cérébrales, mais il n'en reste pas moins vrai que c'est un moment critique dans
la vie de l'animal. Les daphnies sont alors plus sensibles vis-a-vis des fac-
teurs du milieu : l'entrée massive d'eau & un moment donné ainsi que la forma-
tion d'une nouvelle couche de chitine, puis son durcissement progressif en-
traine une modification du taux de rétention de certains composés. ANDERSON et
JENKINS (1942) signalent que la premiére rue a lieu aux environs de la ving;iéme
heure & 25°C ; les jeunes daphnies muent ensuite presque tous les jours. Les

périodes inter-mues augmentent sensiblement en fonction de 1'age pour atteindre
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2.2. Conditions d'élevage

2.2.1. DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES -

L'élevage des daphnies au laboratoire semble apparemment
poser peu de problémes. Toutefois, la daphnie va dépendre des caractéristiques
physico~-chimiques qualitatives et quantitatives du milieu extérieur. VIEHOEVEER
retenait déja en 1935 quelques éléments prépondérants de la réussite d'un
élevage, parmi lesquels on peut citer : 1l'intensité de la lumiére, la tempéra-
ture, le pH, l'oxygéne dissous, la quantité et la pureté de l'eau utilisée poﬂ
le milieu de culture, ainsi que la nature et la quantité de la nourriture

fournie. ‘
|
|

D'aprés SCHINDLER (1968), la lumidre ne joue pas un rdle
significatif dans 1'alimentation de la daphnie, mais HARRIS et WOLFE (1955)
signalent qu'elle préfére apparemment des intensités de l'ordre de 90 & 270 It

J

tandis que CROSBY et TUCKER (1966) utilisent pour leurs expériences une inten
|

sité d'environ 1100 lux. D'une maniére générale, 1'intensité choisie par les

auteurs varie en fonction de la nourriture fournie et se situe entre 10 et

1000 1lux.

La daphnie est eurytherme. Les températures habituellement
utilisées se situent au centre de la zone optimale de tolérance définie par
KASTAL'SCHATA-KARZINKINA (1942) allant de 17 & 23°C. Outre le rdle physiolo-
gique joué par la température, il faut remarquer qu'elle influe aussi sur la

toxicité des substances testées. En conséquence, il est important de réaliser

les élevages et les expériences a une température constante.

Selon ANDERSON (1946), la zone de tolérance de la daphnie
vis-a-vis du pH est comprise entre 6,0 et 9,5, la zone optimale se situant en

8,1 et 8,5 (MAC ARTHUR et BAILLIE, 1929). De nombreux auteurs se placent aux

environs de 8,0 T 0,2 unités pH.

La daphnie est trés tolérante vis-a-vis du manque d'oxygéne
dissous, la limite inférieure se situant généralement aux environs de 15% de

la saturation (CABRIDENC et LUNDHAL, 1974) .
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La quantité d'eau utilisée pour 1l'élevage peut &tre trés
variable. Le minimum semble &tre 0,5 ml, mais MAC ARTHUR et BAILLIE (1929) ont

observé que 100 & 150 ml par daphnie donnait les meilleurs résultats. Les den-

sités généralement réalisées varient de 1 & 10 daphnies par 100 ml.

L'eau utilisée peut provenir de diverses origines : ce peut
8tre une eau brute, filtrée ou centrifugée, provenant d'un aquarium, d'un bas-
sin, d'une source, d'une mare, d'un étang ou d'un lac bien équilibré. Certains
auteurs utilisent l'eau du robinet déchlorée par aération ou l'eau de pluie

enrichie, ou méme l'eau d'abreuvoir & bestiaux (NAUMANN, 1925).

De nombreuses méthodes d'élevage ont été ainsi proposées
dont la plupart se déroulent dans des conditions mal définies et souvent non
standardisables. La solution idéale, parce que standard, semble étre une eau
bidistillée additionnée judicieusement de quelques sels minéraux indispensables.

++

. c < . + + ++ L .
D'une maniére générale, les cations Na , K , Ca , Mg , ainsi que les anions

Cl , NO SO,~- et PO,--—doivent &tre présents. Les auteurs ne sont guére

37 Y 4
unanimes sur l'action des sels minéraux. LAGERSPETZ (1958) signale que la
daphnie peut supporter une salinité de l'ordre de 5,8°/,, , alors que CABRIDENC

*
et LUNDHAL (1974) notent que la CI5 24h est de 4,8g/l. Ces mémes auteurs

0
trouvent que les sels de potassium sont plus toxiques que les sels de sodium,
le potassium présentant une toxicité vraie. La sensibilité des cladocéres aux
concentrations élevées de calcium a également &té soulignée. Par ailleurs, une

concentration de 30mg/l de magnésium inhibe leur reproduction (PACAUD, 1939).

Quelle que soit la composition physico-chimique du milieu
retenu, les animaux en élevage ont besoin pour leur vie, leur croissance, et
leur reproduction, d'une nourriture appropriée devant obéir & des nécessités
d'ordres qualitatif et quantitatif, et satisfaire également & certaines condi-
tions d'appétence. Différentes techniques ont été proposées obéissant plus ou
moins & ces trois régles et se basant sur le régime alimentaire des daphnies
dans la nature, au demeurant trés varié. On peut distinguer trois grands types

de nourriture

. Les cultures mixtes d'organismes vivants obtenues par mise
en suspension de feuilles, fumiers, engrais, céréales,

viandes, sangs, oeufs...

¥C1 50-24 h : concentration qui Ainhibe La mobilité de 50% de La population
au bout de 24 h'.
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- Les cultures pures d'organismes vivants, bactéries, cham-
pignons, protozoaires, algues, élevés sur un milieu nutri-
tif dont la composition chimique est connue et qui doit
étre compatible avec les exigences de la daphnie ou sinon

étre facilement éliminé de la nourriture.

- Les produits organiques de synthése tels que les vitamines

acides aminés, urée, glucose...

On constate, en fait , que les solutions nutritives utili-
sées sont rarement des solutions de composition chimique connue. La culture
idéale a cet égard serait évidemment 1l'élevage d'un nombre déterminé d'ani-
maux vivant dans une solution synthétique additionnée de nourriture adéquate,
toujours disponible, et de qualité constante. La nourriture utilisée, tout en
se rapprochant le plus possible de l'alimentation naturelle des daphnies, doit
permettre d'obtenir un bon développement des individus et une reproduction
abondante. Plusieurs auteurs ont ainsi choisi d'utiliser des algues pour nour-
rir les daphnies (WOLTERECK, 1928 - VIEHOEVER, 1935 - PACAUD, 1939 - LEFEVRE,
1942 - PRATT, 1943 - TURNER et LANNON, 1952 - RYTHER, 1954 - BOURNE, 1959 -
BRINGMANN et KUHN, 1959, 1977 - MAC MAHON et RIGLER, 1963 - DEWEY et PARKER,
1964 - COWGILL et BURNS, 1975).

Les algues utilisées le plus souvent sont : Chlorella
vulgarnis, Scenedesmus quadricauda, Scenedesmus obLiquus, Chlamydomonas sp.
Mais la plupart des algues d'eau douce donnent de bons élevages de daphnies
(LEFEVRE, 1942). Selon WOLTERECK (1928), les daphnies prospérent d'autant
mieux qu'on leur donne des algues plus petites. Pour VIEHOEVER, 1935, elles
doivent é&tre surtout de faible dimension et de préférence unicellulaires,
rondes et non filamenteuses pour ne pas interférer avec les mouvements de la
daphnie. Elles doivent pouvoir facilement rester ensuspension dans 1l'eau, et
ne pas posséder de paroi cellulosique ou siliceuse afin d'étre facilement
digérées. LEFEVRE (1942) cite quatre espéces d'algues favorables & 1'élevage
des daphnies : Phacus pyrum, Chlorella vulgaris, Gonium pectonale, Synura
uvella. Ces espéces sont cependant morphologiquement, cytologiquement et
chimiquement différentes. Par contre, elles sont toutes quatre de petite

taille et restent en suspension dans les milieux de culture.
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Il faut signaler, au sujet de la chlorelle, une caractéris-
tique particuliére. PRATT et coll. (1940 a,b, 1945), puis RICE (1954) signalent
que les chlorelles produisent et libérent dans le milieu une substance thermo-
labile appelée chlorelline. Au vu de ces travaux, DEWEY et PARKER (1964)
préférent utiliser une autre algue (Scenedesmus obliquus) parce que la "chlo-
relline , une toxine possible, est une source potentielle de difficulté”.
RYTHER (1954) observe que le taux de filtration de la daphnie (c'est-a-dire
la quantité d'eau filtrée par unité de temps) est inhibé par des substances
produites par les trois sortes d'algues utilisées comme nourriture : Chlorella
vulganis, Scenedesmus quadiicauda et Navicula pelliculosa. Plus spécialement
avec les chlorelles, il montre gue cette inhibition est maximum lorsque les
cultures sont vieilles, tandis qu'elle est minimum lorsque les .cultures sont
jeunes et en phase exponentielle de croissance : dans ce dernier cas, les
daphnies croissent rapidement et se maintiennent & un fort taux de reproduc-
tion. Ce faisant, RYTHER impute 1'inhibition constatée avec les chlorelles &
la chlorelline dont l'existence avait été signalée quelques années auparavant,
sans toutefois le prouver de fagon certaine. Parallélement, il met en évidence
que 1'inhibition observée est due en grande partie a la chlorelline libérée

lors de la dégradation des cellules dans le tube digestif de la daphnie.

Par contre, les résultats d'expériences similaireé, en pré-
sence de cultures jeunes, réalisées par MAC MAHON et RIGLER (1963), ne mettent
pas en évidence d'inhibition du taux d'alimentation de la daphnie (c'est-a-
dire du nombre de cellules consommées par daphnie et par unité de temps). Ils
expliquent les résultats obtenus pas RYTHER non pas par l'effet d'une substance,
mais par le fait que la daphnie peut réguler la collecte et l'ingestion de

la nourriture.

Plus récemment, BRINGMANN et KUHN (1977) ont décrit un

élevage de daphnies alimentées par des chlorelles dgées de 8 jours.
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2.2.2. CONDITIONS D'ELEVAGE UTILISEES

Les élevages sont réalisés dans deux salles thermostatées
3 une température moyenne de 18°C. Cette température relativement basse a
été choisie de fagon & augmenter la longévité des daphnies et & diminuer leur

consommation d'oxygéne. L'éclairage est assuré par des tubes MAZDA FLUOR

TF 65 (AV) produisant un éclairage moyen de 1500 lux.

Dans un premier temps, nous avons conduit notre élevage

selon le protocole défini par la norme expérimentale AFNOR T. 90301 (1974) .
Toutefois, les conditions d'élevage de cette technique sont telles qu'elles
donnent lieu & une grande variabilité et qguelquefois & une mortalité impor-
tante. Le milieu de départ est composé de terre et d'eau, tous deux constitu
ants hétérogénes. La terre apporte une certaine partie d'impuretés (matiéres
organiques, microflore et microfaune) qui sont évidemment nécessaires al'éet
blissement de conditions d'équilibre, mais qui augmentent les sources de con:
taminations. L'eau potable du robinet est de composition physico-chimique
variable, surtout en ce qui concerne la teneur en chlore. A cet égard, diver
auteurs, utilisant une eau potable, prennent le soin de l'aérer pendant 24 a
48 heures avant de l'utiliser. D'autre part, la norme recommande d'utiliser,
comme nourriture, une solution mixte S composée "d'extrait de viande en pate
pour bactériologie" et de glucose, qui représente une nourriture trés riche,
non seulement pour les daphnies, mais aussi pour d'autres organismes. Le mil
s'enrichit ainsi rapidement en algues de toutes sortes, de plus ou moins
grande dimension, uni ou pluricellulaires, filamenteuses ou non. Ce faisant,
elles ne sont pas toutes disponibles pour la daphnie. Elles peuvent méme
jouer un rdle néfaste. On a ainsi retrouvé un fort pourcentage de daphnies
"engluées", dont les appendices sont pratiquement bloqués par des algues
filamenteuses s'étant développées dans la cavité thoracique, empé&chant, par

13 méme, toute nourriture et toute reproduction.

Au vu de ces premiers résultats, nous avons préféré utili
un milieu de qualité constante et connue,contenant une nourriture qui soit
quantifiable et d'origine biologique, de telle maniére que l'ensemble soit

favorable a 1'élevage des daphnies.
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Les daphnies en élevage sont ainsi nourries d l'aide de
chlorelles. Le milieu et les conditions de culture de cette algue, ainsi que
ses caractéristiques morphologiques et physiologiques ont déja été décrites
précédemment (p-58 ). Les chlorelles utilisées proviennent généralement de
cultures aérées par bullage d'air et dgées de 8 a 12 jours. Les cultures plus
dgées ne sont pas employées car les algues sont alors consommées beaucoup plus
lentement (RYTHER, 1954 - MAC MAHON et RIGLER, 1963). Les solutions'algales ne
sont jamais utilisées directement ; & 2 reprises, elles sont centrifugées a
2800xg pendant 5mn (KERSTING et HOLTERMAN, 1973 - CANTON et coll., 1975), et
sont remises en suspension dans du milieu Oligo-LC "frais". Cette opération
permet d'éliminer le milieu de culture usagé et d'éviter ainsi un possible
effet toxique de celui-ci (DEWEY et PARKER, 1964 - CANTON et coll., 1975). Ce
lavage permet en outre de se mettre toujours dans les mémes conditions, car
les milieux de culture "usagés" ont, aprés 10 jours, des compositions va-
riables suivant que les chlorelles ont plus ou moins bien utilisé les diffé-

rents nutriments mis & leur disposition.

Les solutions algales étant ainsi préparées, les élevages
de daphnies se déroulent dans les conditions suivantes :

a) Constitution des milieux : solution algale diluée au

4/10 avec de la VOLVIC.

b) Quantité de chlorelles fournie, calculée sur la base

de 1.100 chlorelles par daphnie par heure.

¢) Changement des milieux d'élevage tous les 7 jours.

Nous allons commenter successivement chacun de ces points

particuliers.

a) Constitution des milieux

Il s'est avéré que les daphnies ne pouvaient pas survivre
dans le milieu oligo L.C., et cela quelle que soit la concentration d'algues
présente. A cet égard, on peut citer les résultats d'une expérience typique :

2 lots de 20 daphnies pré-adultes sont placés, 1'un dans 200 ml de milieu



Calcium 7,5 0,4
Magnésium 5,2 +
Sodium 9,6 +
Potassium 7,8 + 0,4
Chlorures 4,9 + 0,3
Nitrites 0

Nitrates 0,40
Sulfates 4,8 + 0,5
Bicarbonates 62,1 + 0,9
Fluor 0,2 + 0,04
Silice 27,8 + 0,4
Résidu sec 130 mg/1
T.H. 4,0°F
Alumine 10 /ug/l
Arsenic 5 ug/l
Bore 5 /ug/l
Brome 6 aug/l
Fer 10-40 pg/l
Phosphore 20 pag/1
Strontium 15 ug/1
Vanadium 12 /ug/l
Cadmium 0,1 ug/1
Zinc 0,2 /ug/l
Mercure 0,5 mg/1
Examen bactériologique 50 000 germes/ml
PH =7

TABLEAU V : PRINCIPALES CARACTERISTIQUES PHYSICO-
CHIMIQUES DE L'EAU voLVIC (SOURCE CLAIRVIC)




80.

cligo L.C. contenant environ 100 000 chlorelles par ml, et 1l'autre dans 200ml
de milieu oligo L.C. sans algues. La figure 8 regroupe les courbes de morta-
1ité des deux cas envisagés. On observe, au bout de six jours, que dans les-
deux cas, toutes les daphnies sont mortes. En absence d'algues, le TL50

(temps létal de 50% de la population) est de 24 heures, tandis gu'en présence
d'algues, il est de 54 heures. On peut ainsi en conclure que le TL5® du
milieu oligo L.C., vis-a-vis des daphnies, est compris entre 1 et 3 jours

suivant les conditions.

L'examen de la composition du milieu oligo L.C. permet de
mieux comprendre la toxicité observée. On y remarque, en effet, la présence
en grande proportion, de nitrate de potassium. TAUB et DOLLAR (1964) notent,
sur une autre espéce de daphnie (Daphnia pulex) que les sels de potassium
sont toxiques, sauf s'ils sont combinés avec des sels de sodium en quantité
égale ou inférieure. Ces mémes auteurs notent que l'ion nitrate est également
toxique, mais de maniére plus variable et qu'il serait préférable de le rem-
placer par 1l'ion chlorure. Il semble donc que le milieu oligo L.C. ne soit
pas assez équilibré, au point de vue Na+/K+ et Cl_/NO3_, pour permettre la
survie des daphnies en élevage. Au vu de ces premiers résultats, nous avons
dilué le milieu oligo L.C. contenant les chlorelles avec une eau de qualité
constante. Nous avons choisi d'utiliser une eau minérale du commerce
(VOLVIC, source Clairvic) disponible en bouteilles plastiques. La composition
physico-chimique de cette eau est résumée dans le tableau V . Les résultats
nous ont &été fournis en grande partie par la Société des eaux de VOLVIC

(analyses faites au C.E.N. de FONTENAY-AUX-ROSES) .

Cette eau se caractérise surtout par sa trés faible minéra-
lisation, ce qui est favorable, puisque PACAUD (1939) préconise des eaux dont
le résidu sec est compris entre 100 et 500mg/l. Les concentrations de calcium
et de magnésium ne sont pas trop élevées, de méme que les concentrations de
sodium et de potassium. Pour notre part, et compte-tenu de la nature de notre
étude, nous avons effectué plusieurs analyses de cadmium sur différentes
bouteilles. Les résultats trouvés ont été toujours inférieurs au seuil de
sensibilité de l'appareil -soit 0,1‘pg/l— ce que confirme la donnée du

tableau Vv,
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20

Figure 8: Toxicité du milieu Oligo LC sur les daphnies-

Nombre de survivants

+N0n1bre de survivants

.\\\\\.
T T ] ] hd . ' T J T T ¥ .7
0 5 Temps 0" Temps
SANS ALGUES (jours) AVEC ALGUES (jours

courbes de mortalité des daphnies avec et sans

algues.

La dilution du milieu oligo L.C. que nous avons utilisée
est une dilution au 2/5 avec de la VOLVIC. La concentration ainsi obtenue
a l'avantage d'étre assez faible pour éviter la toxicité du milieu oligo
L.C. vis-a-vis des daphnies, et d'étre assez grande pour permettre l'intro-
duction des quantités d'algues nécessaires & la nourriture correcte du 2°
le pH du milieu oligo L.C. plus VOLVIC est

niveau. Dans ces conditions,

de 7,25, la conductivité de 147/uS. cm_1 et la dureté de 40 mg CaCOB/l.

b) Quantité d'algues nécessaire

La notion de quantité de nourriture mise & la dispositi
des daphnies se révéle é&tre d'une extréme importance. Elle a une influence
sur un certain nombre de paramétres essentiels tels que la croissance et le
taux de reproduction. Par exemple, sous jeiline prolongé, ces deux paramétres

ne varient pas (SLODOBKIN, 1962). Par contre, la longévité n'est pas beau-

coup modifiée par des changements nutritionnels (FRANK, 1960).
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La quantité a fournir dépend du taux d'alimentation,
c'est-a-dire de la quantité de nourriture ingérée par un animal en un temps
donné. Cette quantité s'exprime généralement en nombre de cellules, mais

peut aussi s'exprimer en volume de nourriture.

BOURNE (1959) est le premier qui définit de fagon preécise
un taux d'alimentation de 0,21.106 chlorelles par daphnie par heuré (avec une
concentration non limitante de 0,25.106 chlorelles/ml). Par la suite, MAC
MAHON et RIGLER (1963) ont déterminé un taux d'alimentation de 0,5.106
chlorelles par daphnie par heure (pour une concentration supérieure & 0,18.10
chlorelles/ml). Opérant dans une concentration 1légérement inférieure
(0,17.106 chlorelles/ml), KERSTING et HOLTERMANN (1973) ont trouvé des taux
d'alimentation de 7,75.106/u3 par daphnie par heure, soit 0,3.106 chlorelles
par daphnie par heure. D'autres auteurs avec des espéces d'algues et/ou de
daphnies différentes arrivent & des résultats comparables : entre 0,2 et
0,3.106 chlorelles par daphnie et par héure. (DEWEY et PARKER, 1964 -

VIJVERBERG, 1976).

Ces résultats sont généralement obtenus dans des expérimen-
tations de courte durée. Dans le cas des élevages, ol les changements se
font tous les 7 jours, les algues en suspension dans le milieu décantent au
fur et a mesure et diminuent d'autant le nombre des cellules restant en sus-

pension.
En fait, il est nécessaire que la quantité fournie nesoit pas

limitant, c'est pourquoi nous avons choisi de fournir une "ration alimentaire"

6
au départ de 1.10 chlorelles par daphnie par heure.

c) Changement des milieux

Nous n'avons pas utilisé une méthode d'apports pério-
diques de solution algale ajoutée au milieu de culture. Nous avons préféré
pratiquer des changements réguliers des milieux tous les 7 jours, les
daphnies étant transportées rapidement des anciens milieux dans ceux nouvel-
lement préparés (VIJVERBERG, 1976). La périodicité d'une semaine permet
d'éviter un séjour trop long des algues ainsi qu'une accumulation trop
grande de déchets dans les bacs d'élevage, ce qui empéche, par la-méme, une

dégradation du milieu. L'aspect relativement limpide des cultures, ainsi que
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l'absence de films bactériens représentent un intérét supplémentaire d'une

telle périodicité qui, de plus, est commode pour 1l'utilisateur.

Malgré le nombre de conditions relatives & la préparation,
a4 la constitution et au changement des milieux, il n'en demeure pas moins qu
la méthodologie reste simple et rapide nécessitant simplement un comptage

au compteur COULTER de la solution algale utilisée.

Dans la pratique, les élevages sont généralement réalisés
dans des cristallisoirs de deux litres, équipés de couvercles pour éviter
une évaporation trop rapide du liquide. On y introduit 1 litre de milieu
pour 40 daphnies qui sont &gées, au départ, de 0 & 72 heures, et que l'on
garde pendant 28 jours au minimum . Aprés quatre semaines, d'autres élevages
sont 4 nouveau reconduits selon le méme protocole. Afin d'assurer une produc
tion convenable de jeunes daphnies pour les expériences, on entretient un

minimum de cing cristallisoirs tout au long de 1'année.
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3. LES CONSOMMATEURS SECONDAIRES

L'able de HECKEL (leucaspius delineatus H.) est 1l'espéce choisie
comme troisiéme niveau trophique. C'est un poisson dont on peut rappeler la

systématique : '

Cl:0steichthyens (poissons osseux) - s/c : Actinoptérygiens
(poissons & nageoires rayonnées) - s/o : Téléostéens -
O : Cyprinoidés - F : Cyprinidés - s/F : Leuciscinés -

G : Leucaspius - sp : delineatus H.

L'able de HECKEL est parfois improprement appelé able de Stym-

phale, Leucaspius stymphalicus qui est en fait un Pararhodeus.

L'able de HECKEL vit principalement en EUROPE centrale et
orientale. D'aprés SPILLMANN (1961) il est vraisemblablement autochtone dans le
nord et l'est de la FRANCE oiu il a été rencontré dans les départements suivants
SEINE-et-OISE, PAS—de¥CALAIS, NORD, SOMME, MARNE. En LORRAINE, TETRY (1935) si-
gnale ce poisson dans 1'étang de LINDRE, ainsi que dans les étangs voisins de
LUNEVILLE et dans l'étang de BRIN. Cependant, sa présence était notée comme
éphémére et son acclimatation dans les eaux lorraines semblait peu probable &
l'auteur. L'espéce n'est pas signalée dans le catalogue de la zoologie lorraine

de GODRON (1863).

L'able est une espéce grégaire, affectionnant les eaux calmes
(mares, ballastiéres, marais, étangs) et peu courantes (canaux, zones calmes

des riviéres).

La ponte se situe au printemps, d'avril & juin. Durant cette
période, le dimorphisme sexuel est trés marqué. Des tubercules apparaissent
chez le mdle sur différentes parties de la t@te, sur les écailles, et les na-
geoires. Chez la femelle, l'orifice génital est entouré de deux lobes cutanés
saillant de fagon permanente (VLADYKOV, 1931) ; le mile surveille les oeufs,

placés en rangées circulaires autour des tiges des plantes aquatiques.

L'alimentation se compose généralement d'algues et de plancton

animal. La durée de vie moyenne de l'able est d'environ 2 ans.
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3.1. Rappels morphologiques

L'able est un poisson de petite taille : il peut atteindre de
5 & 8 cm de longueur. Le corps est allongé. Il se caractérise par une ligne
latérale incompléte de 7 & 13 écailles, une caréne ventrale écailleuse. La base
de la nageoire anale est plus longue que celle de la dorsale. Les nageoires ne
comportent pas de rayons dentelés. Les nageoires pectorales sont plus longues
chez le médle que chez la femelle. La bouche s'ouvre vers le haut. De grandes
écailles argentées lui donnent une ressemblance avec l'ablette, avec laquelle
il est souvent confondu. Il s'en distingue par sa ligne latérale incompléte
et par sa nageoire anale dont la base est moins longue. Peu retenu par les

expérimentateurs, la physiologie de ce poisson n'a été que peu étudiée.

3.2. Conditions d'élevage

Les ables proviennent d'un étang artificiel de 8,4 hectares,
|

situé & 80 km au nord de METZ, dans une région agricole gue l'on suppose

indemme de toute pollution.

Les principales caractéristiques physico-chimiques de l'eau de

cet étang sont fournies par le tableau ci-dessous.

L'able y vit en bandes importantes. Il sert de poisson fourrag
et est trés apprécié comme vif pour -la p&che & la truite. Il a été sans doute

importé d'ALLEMAGNE vers 1970, en méme temps qu'un lot de gardons.

Calcium 65 mg/1 Phosphates 0,03mg/1
Magnésium 2 mg/l Silice 4,8 mg/1l
Sodium 3 mg/l1 Cadmium 0,1 fug/1
Potassium 1,6mg/1 Fer 0,5 mg/1
Ammoniagque 0,4mg/1 Azote total 1,4 mg/1
Chlorures 15 mg/l Carbone total 50 mg/1
Nitrites 0 mg/l Rapport C/N 36 mg/l
Nitrates 0,1mg/1 M.E.S. 4,97mg/1
Sulfates 0 34 5 mg/l
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Dés leur arrivée, les poissons sont acclimatés aux conditions du
laboratoire : température, eau, nourriture. Les élevages sont réalisés dans une
piéce prévue & cet effet, thermostatée a 13°C. Les poissons sont placés dans des
aquariums (50 x 50 x 15), équipés d'oxygénateurs et contenant 25 litres d'eau
de ville préalablement brassée et stabilisée a la température de 13°C. Ils sont
généralement nourris de daphnies provenant des élevages, ou de daphnies séchées,

achetées dans le commerce.

La mortalité est généralement faible une fois passés les quelques

jours qui suivent le transport.
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CHAPITRE II : CRITERES D'ETUDE

1. LES CRITERES BIOLOGIQUES

L'étude d'une chaine alimentaire impose de suivre certains
paramétres de l'évolution de chacune des populations. Il est donc tout
d'abord nécessaire de détermiher les paramétres permettant d'évaluer la
dynamique des populations en milieu normal ou contaminé. La difficulté

réside dans le choix de paramétres significatifs, fiables, reproductibles

Des observations générales peuvent &tre envisagées en
premier lieu : morphologie externe, nombre, taille et poids de matiére

et faciles & mettre en oeuvre dans un délai restreint.
séche ;puis & chaque niveau, il convient de considérer des paramétres plus '

spécifiques.

1.1. Les producteurs

Ces critéres doivent permettre de suivre la dynamique de
la population que constitue la culture d'algues. Ils sont soit d'ordre
externe, c'est-&-dire que leur étude ne détruit pas la population, soit
d'ordre interne ou physiologique et leur &tude implique la lyse des cellulesi
donc l'arr@t & un temps donné de la croissance de la culture. Nous avons
essentiellement étudié les critéres externes de croissance et nous ne ferons
que citer quelques paramétres physiologiques, choisis par le fait qu'ils

permettent de mieux aborder le mode d'action du toxique considéré.
1.1.1. NUMERATION

En démoécologie, la dynamique d'une population, quelle
qu'elle soit, est estimée par 1'augmentation du nombre d'individus en fonctia
du temps ( LAMOTTE et BOURLIERE, 1971 ~RAMADE, 1974). Cela est également valable
pour des microorganismes du phytoplancton in situ, ou de cultures expéri-

mentales ; la croissance est alors mesurée par la numération des cellules.
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Au début de cette étude, nous avons utilisé une cellule

de THOMA, permettant la numération des algues au microscope. Cette méthode

a l'avantage de montrer 1l'aspect extérieur des cellules, pour constater

ainsi leur état. Mais elle est longue et fastidieuse, ce qui entraine une

précision médiocre. Le tableau VI présente les coefficients de variation

obtenus sur plusieurs comptages de plusieurs cultures (SCHWARTZ, 1963).

Les différents essais correspondent & des calculs de

variation sur une méme préparation (essai I), sur plusieurs préparations

d'une méme culture

(essais 2 & 7), et sur plusieurs préparations nécessitant

au préalable une dilution (essai 8, dilution au 1/5&).

Essai 4x- sxX SX n coefficient de
x10%/ml écart type erreur moyenne variation %
1 1106 15,6 6,9 5 1,75
2 1220 65,05 26,9 6 5,59
3 1296 71,25 6,8 5 6,82
4 1683 112,6 50,4 5 8,31
5 1785 74,6 33,4 5 5,19
6 2692 93,5 38 6 3,63
7 3832 27,9 113,9 6 7,64
8 5132 363,6 115 10 5,07
TableauVI : Moyennes et coefficients de variation obtenus sur différentes

cultures de chlorelles, a différents &ges
Numération par cellule de Thoma

Coefficient de variation % =

X = moyenne

gcart-type
erreur moyenne =
Yn

t= valeur donnée par le test de Student-Fischer, en fonction

S- =
X

du nombre de degrés de liberté (n-1), pour une probabilité

de 95 %.
n = nombre d'échantillons

La variabilité des résultats est donc assez élevée puisque

les coefficients de variation, tels que nous les avons calculés, dépassent

souvent 5 %, surtout pour les plus fortes concentrations cellulaires.
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Le nombre croissant de comptages & réaliser pour les
études de toxicité, nous a conduit & utiliser un appareil plus performant,
le compteur Coulter. Le principal avantage de cet appareil est la rapidité |
du comptage ; on peut ainsi multiplier les essais pour un méme échantillon,

et augmenter alors la précision de la mesure.

1.1.1.1. Description et principe du compteur Coulter

L'appareil utilisé est un compteur Coulter , modéle ZB
(Coultronics). Une premiére partie, appelée verrerie, permet l'aspiration
d'un volume connu de la solution particulaire, gridce & une pompe a vide
et un manométre & mercure ; la deuxiéme partie est constituée par 1'électro-
nique de 1'appareil, dont les éléments visibles sont l'oscilloscope, le |

cadran digital et les différents boutons de réglage.

Le principe de l'appareil repose sur la modification,
lors du passage d'une particule au niveau d'un microorifice,de la résistanc
électrique ; celle-ci est mesurée par la variation de la différence Qge
potentiel entre 2 électrodes de platine plongées dans un électrolyte utilisé
comme diluant, et entre lesquelles passe un courant continu. Le systéme
électronique transforme les variations de la résistance en un signal sur
un oscilloscope. Le nombre de signaux est proportionnel au nombre de parti-
cules traversant l'orifice, et 1l'amplitude des signaux est proportionnelle

au volume d'électrolyte déplacé, donc au volume des particules elles-mémes.

Pour une utilisation optimale de cet appareil, il faut que
la suspension algale soit trés homogéne, que les algues ne soient pas en
amas, enfin que la forme de 1l'algue soit simple, c'est-a-dire qu'une forme

sphérique est préférable a de longs batonnets.

La chlorelle est donc une algue idéale pour la numération
au compteur Coulter. Sa faible taille nous a conduit & utiliser un orifice
de 100 4 et nous avons réalisé nos dilutions dans un électrolyte standard

et dépoussiéré, préconisé par Coultronics (Isoton II).

La dilution la plus couramment utilisée est de 1/500, soit]
une prise d'essai de 50ml de culture dans 25 ml d'électrolyte. Le volume
de culture aspiré par la pompe & vide est déterminé par le manométre a

mercure : plusieurs électrodes placées sur le trajet du mercure permettant

d'effectuer le comptage sur un volume strictement défini (0,05 - 0,5 - 2 ml)
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On peut ainsi faire varier volume ou dilution de la culture pour un comptage
optimum qui est de 10 00O & 40 000, en affichage numérique sur l'appﬁreil.
Nous avons essentiellement travaillé sur un volume de 0,5 ml. Les réglages
choisis sont 1/8 pour l'atténuateur (= A), 1/4 pour le courant d'ouverture
(= I) et 15 pour le seuil inférieur (= t) ; le seuil supérieur n'est pas
pris en considération et ce sont toutes les cellules dont le volume est

t ]
supérieur & celui correspondant au seuil inférieur t, qui sont prises en

compte.

Pour déterminer a gquel volume minimum de particule coxr-
respond ce seuil, il est nécessaire d'étalonner'l'appareil ; pour ce faire,
on utilise une solution de spores strictement calibrées, qui permet
d'associer le seuil obtenu pour la population moyenne au volume connu, V,
des particules utilisées pour l1l'étalonnage. La formule V = kV ATt, ou kV est
le coefficient d'étalonnage (en volume), permet de faire correspondre a
chaque seuil un volume de particules. Le coefficient ainsi déterminé, pour
des particules de 2,01Ju de diamétre, est de 9,72 (en volume), pour les
réglages choisis. Ainsi, pour un seuil inférieur de 15, le volume minimum

pris en compte est :

<
Il
-
5
ot

m
1 1
=9,72 x Z—x g-x 15
= 4,55
N 4 3
oi V. == q¢
m 3 m

ce qui donne un rayon mimimum, r,

r = 3x4,55
m 4.7
rm = 1,03/\1

Ce sont donc les cellules dont le rayon est supérieur a
1,03 ;4 qui sont comptées par le compteur Coulter, avec les réglages choisis.
Ceux-ci ont été fixés ainsi pour obtenir la meilleure corrélation possible
avec les comptages obtenus par la cellule de Thoma, comme cela est montré

plus loin.



Les conditions opératoires ainsi déterminées, nous avons
d'abord voulu savoir s'il existait une relation linéaire entre la numération
et différentes dilutions successives d'une méme culture (Tableau VII et
figure 9). Pour 3 cultures, & des concentrations initiales faibles ou plus
fortes, on constate que l'ajustement linéaire, par la méthode des moindres
carrés, donne des coefficients de corrélation, r , supérieurs a 0,975.
D'aprés la table du r en fonction du nombre de degrés de liberté
(SCHWARTZ,1963), la régression linéaire est hautement significative, & une

|
|
probabilité supérieure & 99,9 %. ‘
|
|

Concentration cellulaire
Culture ,1d3cellules/ml £ ‘

A initiale 10 023 0,979

finale 839
5 initiale 21 246 0,986

finale 2 685
c initiale 36 086 0,999

finale 1 886

Tableau VII : Compteur Coulter

Vérification de la relation linéaire entre la
numération et différentes dilutions d'une méme
culture
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0 01 02 0.3 0.4 05 0.6 0.8 1
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Figure 9: Relation entre différentes dilutions d'une méme
culture de Chloreflla vulganis et la numération

au compteur Coulter.
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1.1.1.2. Précision

Aprés l'étalonnage de l'appareil, nous avons procédé au
calcul de la précision de la numération au compteur Coulter. Les sources
d'erreur sont liées d'une part 3 la préparation de chaque échantillon, et

d'autre part, au comptage lui-méme sur une méme préparation.

Le tableau VIII présente les résultats obtenus : les
essais 1 a4 5 montrent la reproductibilité de plusieurs mesures de la méme
préparation d'un échantillon, tandis que les essais 6 a 8 donnent la
précision de la numération elle-méme sur plusieurs préparations d'un méme
&chantillon. Dans les deux cas, on constate que les coefficients de variatioq
sont nettement inférieurs & ceux calculés dans les comptages & la cellule de

Thoma.

Nous avons déja indiqué que le comptage maximum doit étre
40 000 sur l'affichage numérique de l'appareil. Pour des cultures supérieures
a 40 x 10 6 #/ml, une solution peut &tre de faire une dilution au préalable |
de la culture, puis de faire le comptage sur une préparation & partir de
cette dilution. Ainsi, l'essai 9 montre que sur 5 dilutions du 1/5 d'une
culture a plus de 70 x 10 6 ¢ / ml, on obtient un coefficient de variation

de 1,48 %.

. x SX sX coefficient de
Essal .104/ml écart type erreur moyenne n variation %

1 1132 23,8 7,5 10 1,51
2 1204 97,6 30,9 10 5,8

3 1099 31,6 10 10 2,06
4 1882 15 5 9 0,62
5 2006 5,5 3 4 0,44
6 1117 55,5 17,5 10 3,55
7 1212 15 6,3 6 1,34
8 1990 41 16,5 6 2,15
9 7104 85 37,9 5 1,48

Tableau VIII : Moyennes et coefficients de variation obtenus sur

différentes cultures de chlorelles. Numération par le

Compteur Coulter
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Ce qui signifie que la reproductibilité de cette technique
de numération est trads bonne ; cependant, nous comparerons, a la fin de ce
chapitre, toutes les méthodes utilisées, pour savoir si, malgré les diffé-
rences de précision, il y a correspondance entre les divers critéres

utilisés.

1.1.1.3. Etude de la croissance

Disposant d'une technique de numération aussi fapide que
précise, nous avons pu multiplier les cultures, et renouveler les comptages
dans le temps. C'est ainsi que nous avons pu déterminer les courbes de
croissance caractéristiques des organismes considérés et des conditions de

leur culture.

Les courbes obtenues (figure 10, culture 1) sont
comparables & celles de toutes cultures de micro-organismes, qui ne sont pas
en continu ; ce sont les courbes en S, ol plusieurs phases sont distinguées

(SENEZ, 1968).

- phase de latence (I) plus ou moins courte, dépendant de

la taille et de 1'dge de l'inoculum, et du volume de la culture. Dans nos

expériences, elle n'a pas dépassé 2 jours

phase de croissance rapide (I1)

phase de croissance lente (IT1)

- phase stationnaire (IV) suivie d'une décroissance (V)

a partir du moment ou il n'y a plus d'éléments nutritifs disponibles.

La croissance d'une population donnée peut é&tre traduite

par la relation

aN _
E— f (N) (1)

oi N est la concentration cellulaire (nombre de cellules par ml) (MYERS,

1953), et pour des conditions extérieures constantes, on a :

— = KN (2)

oli K est une constante appelée taux de croissance, qui est en fait le nombre

de divisions par unité de temps.
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Figure 10: Courbe de croissance de Chfcorella vulganris

(culture 1) -

tion au compteur Coulter.
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En intégrant l'équation (2), et en exprimant en 10910, on a :

‘ N .
10910%—— kt (3) .

qui permet de calculer k, par intervalle de temps strictement défini ; le
taux de croissance est alors exprimé en termes de log10 par jour ; il est

une caractéristique intrinséque d'un organisme donné dans des conditions

d'environnement strictement définies (MYERS, 1953).

Chaque phase, précédemment décrite, est donc caractérisée

par ce taux de croissance, qui est grand, faible puis nul.

Ainsi, nous avons cherché & déterminer k pour la phase
de croissance rapide, qui nous semble la plus intéressante, puisque 1l'acti-
vité physiologique des cellules y est la plus importante ; les effets

d'un toxique y seront alors plus perceptibles.

En utilisant des coordonnées semi-logarithmiques, on
obtient pour différentes cultures témoins considérées, différentes droites
pendant 1'intervalle de temps que dure cette phase ; il s'agit donc d'une
croissance exponentielle, et k estalors la pente des droites obtenues

(figure 11).
Le calcul des éguations de ces droites :
N
log No kt

permet non seulement d'obtenir k (tableau IX), mais aussi le coefficient de
corrélation r de l'ajustement linéaire effectué. A partir de celui-ci, on

peut calculer t selon SCHWARTZ (1963) :

qui permet d'apprécier la qualité de 1'ajustement linéaire.
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Figure 11: Courbes de croissance de Chlorella vulgaris, en

coordonnées semi-logarithmicues- phase de croissance

exponentielle- numération au compteur Coulter.
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Culture 1 Culture 2 Culture 3 Culture 4
temps .
en |nombre de G nombre de; G nombre (e G nombre de G
. cellules k . cellules k » celluluF k |— 1 cellules k
oYU' au mm At=13] >17] au mm At=13 >1j au mm’ pt=13. >13f au mm3 At=13| >1]
Jo
J1 : 2503 T
3,92
J2 3865 1 T 2987
| 0,93 0,95
I3 8168 | 5322 s8¢+ 6193
i 1,51 1,321 1,27 1,64
J4 12936 9010 ; 10147 9454
2,22 3,01 2,84 1,67
J5 17672 0,22 11345 2,16 11,83 12951 0,17 1,76 14320 0,20 1,59
2,43 3,01 3,76
J6 23516 0,19 14224 0,14 ?2,12 16207 0,14 2,05 17410 0,18 1,79
i !

TABLEAU IX : PARAMETRES DE CROISSANCE DE CULTURES DE Chforells vulgaris DURANT LA PHASE EXPONENTIELLE

“86



Ainsi le tableau X montre que dans les 4 cas proposeés,

1'ajustement linéaire est correct avec une probabilité supérieure a 95 %.

Cultures k r t n P
1 0,19 0,978 8,07 5 99 %
2 0,14 0,975 6,16 4 95 %
3 0,14 0,974 6,04 4 95 %
4 0,18 0,986 11,78 6 99,9%
Tableau X : Taux de croissance

Paramétres vérifiant la qualité de 1'ajustement
linéaire de log N = f(t) durant la phase expo-
nentielle de croissance de Chilorella vulganis.

k = taux de croissance
r = coefficient de correlation
n = nombre d'essais

t calculé = ———E;~——-V n- 2

]

= probabilité de l'ajustement
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Les différentes valeurs de k obtenues pour les cultures
considérées, peuvent paraitre faibles par rapport a celles citées par
d'autres auteurs (k = 0,50 pour C. vulgaris pour PEARSALL et LOOSE, 1937,
par exemple), mais il faut tenir compte des conditions de culture particu-

liérement restrictives,

Le taux de croissance varie également en fonction de la
taille de 1'inoculum (PRATT, 1940) : plus la concentration cellulaire est
faible, plus grande est la vitesse de croissance, tandis que la densité
finale est indépendante de 1'inoculum. Autrement dit, la hauteur du palier
sera toujours la méme, dans des conditions de cultures constantes mais ce
palier sera atteint plus ou moins rapidement. Ce phénoméne serait en relation
avec une substance inhibitrice contenue dans les cellules (cf ¢h.I § 1.2.) ;
plus 1l'apport initial est grand, plus grande est l'inhibition et plus lente
est la croissance. C'est pourquoi, les ensemencements se font avec des
cultures en phase exponentielle de croissance, et 1l'inoculum ne dépasse pas
5 ml, compte tenu du volume des erlens de culture, c'est-&d-dire que la

6
concentration initiale est d'environ 10 = cellules/ml.

Si nous avons choisi le taux de croissance pour exprimer
la vitesse du développement des cultures de (. vulganis c'est parce qu'il
est trés utilisé, mais nous avons aussi mentionné (Tableau IX) le temps
de génération, G, ou temps de doublement : c'est le temps nécessaire pour

que la concentration cellulaire double. C'est-a-dire que l'équation (3) :

log %b = kt devient log §§9-= k At puisque par définition,

N = 2 No pour l'intervalle At, d'on log 2 = k Nt.

Cet intervalle de temps est alors appelé temps de
génération (G). Il est en fait l'inverse du taux de croissance, si celui-ci

est exprimé en termes de log en base 2.

Les autres phases de la croissance peuvent étre déterminées
de la méme maniére, mais elles présentent moins d'intérét puisque les
variations sont alors moins importantes, compte tenu de la vitesse de
croissance faible puis nulle. La concentration cellulaire maximale atteinte
en fin de croissance pourrait &tre & considérer pour les études d'intoxica-

tion.
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Cependant, si le nombre de cellules renseigne directement
sur la croissance de la culture, il n'exprime que la concentration cellulaire
Or, les cellules ont des tailles variables, dans la mesure ol le synchronisme
des divisions n'est pas atteint. C'est pourquoi, certains auteurs considérent
aussi la notion de densité cellulaire, c'est-a-dire qu'ils prennent en
compte la taille, c'est-a-dire le volume de chaque cellule. On peut compli-
quer et enrichir davantage cette notion en y incluant le poids de matiére
sdche de la culture et le volume cellulaire le plus fréquent (SHOAF et LIUM,
1976), ou bien le diamétre moyen des cellules et le volume total de la
culture (PEARSALL et LOOSE, 1937). L'estimation de la production algale est

alors plus compléte.

Mais sans vouloir trop compliquer 1'étude & ce premier
niveau de la chaine alimentaire, nous avons estimé la densité cellulaire
des cultures d'algues par l'intermédiaire d'un autre paramétre, 1l'opacimétrie
méthode simple et rapide gue nous avons ensuite comparée & la numération

cellulaire.

1.1.2. OPACIMETRIE

1.1.2.1. Principe

C'est une méthode d'estimation de la densité algale ou
masse cellulaire (SENEZ, 1968). Son utilisation n'est pas récente puisque
dés le début du siécle, la croissance bactérienne était ainsi déterminée
(DREYER et GARDNER, 1916). Plusieurs techniques et appareillages ont été
proposés et décrits (MESTRE, 1935), mais reposent sur le méme principe
dont le terme général est la spectrophotométrie. Un faisceau de lumiére
de longueur d'onde donnée traverse la solution & analyser ; dans le cas
de suspénsions de particules, une partie du flux incident est transmise
directement car le milieu est supposé non absorbant, l'autre partie subit
des phénoménes de diffraction en rencontrant les particules (effet Tyndall).
On peut alors soit mesurer 1'intensité de la lumiére transmise a travers
la suspension dans la méme direction que la lumiére incidente : il s'agit
d'opacimétrie ;i soit on mesure 1'intensité de la lumiére diffusée par les
particules en suspension : l'observation se fait alors perpendiculairement

au faisceau incident ; il s'agit de néphélémétrie (METAIS et coll., 1977).
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Dans cette étude, nous avons disposé d'un spectrophotométre
PERKIN-ELMER modéle COLEMAN 295-E qui permet de mesurer l'intensité du

faisceau lumineux transmis pour appliquer la loi de Beer-Lambert :

- gcl

I =1, exp

intensité du rayonnement incident

intensité du rayonnement transmis

¢ concentration de la substance ou des particules de

la solution considérée

[

distance parcourue par la lumiére & travers la solution
coefficient d'absorption molaire, dépendant de la nature
de la substance ou des particules absorbantes et de la
longueur d'onde du rayonnement incident (et de la

température)

A partir de cette loi, on définit deux grandeurs : la

transmission T et la densité optique DO (ou absorbance) telles que :

I - Ecl

T== =e

—
©

DO = Log =° = £cl

Si on exprime la transmission en pourcentage (I, = 100),

on peut convertir une grandeur par rapport & l'autre par la relation :

DO = 2 - log10 T (%)

La transformation en logarithmes décimaux ne change que

la constante £ et permet de simplifier les calculs puisque log10 100 = 2.

Pour étudier la croissance des populations d'algues, on
utilise l'opacimétrie parce qu'il existe dans certaines conditions une
relation linéaire entre la DO et la concentration en algues. C'est pourquoi
il convient de déterminer les conditions pour lesquelles on reste dans le

domaine de linéarité de cette relation. Celle-ci dépend :

- de la longueur d'onde du rayonnement
- de la taille des particules en suspension

- de la concentration des particules dans la suspension.

/q;\
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Culture A Culture B Culture C‘
DO DO DO
T % %103 r T % x103 r T % x103 r
initiale] 45 347 13 886 1,511824
430 nm 0,992 1,000 0,998
finale 84 76 75 125 77 114
initiale] 68 167 37 432 16 796
OPACIMETRIE 610 nm 0,996 0,999 0,997
finale 88,5 53 84 _?6 85 71 o
initiale] 56 252 26 585 75 1125
665 nm 0,997 0,999 0,998
finale 88 56 82 86 83 81
NUMERATION initiale 10,02 21,25 36,09
COMPTEUR COULTER ] I
6
10
(x10"cellules/ml) [ o 1o 0,84 2,68 1,89

TABLEAU XI : OPACIMETRIE. VERIFICATION DE LA LOI

DE CHLORELLES

Moyennes des r

A 0,995
Cultures 0,999
0,998
430 0,997

Longueur
d'onde (nm) 610 0,997
665 0,998

TABLEAU XIT : OPACIMETRIE. VERIFICATION DE LA LOI

DE BEER-LAMBERT. MOYENNES DES COEFFICIENTS

DE CORRELATION OBTENUS PAR L'AJUSTEMENT LINEAIRE

DE BEER-LAMBERT SUR LES CULTURES
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Plus la longueur d'onde utilisée est voisine du rayon _
des particules, meilleure sera la mesure. Les chlorelles ayant un rayon
de ! & 10, nous avons choisi des longueurs d'onde dans le rouge. D'autre
part, dans le cas de fortes concentrations, la technique est limitée en
raison de 1l'importance des phénoménes de diffusion de la lumiére sur les
particules ; il est & signaler qu'alors l'opacimétrie est moins sensible

que la néphélémétrie.
Dans un premier temps, nous avons donc vérifié la loi de
Beer-Lambert pour différentes concentrations algales et pour différentes

longueurs d'onde.

1.1.2.2. vérification de la loi de Beer-Lambert

Sur trois cultures de concentration initiale différente,
nous avons féit plusieurs dilutions dont nous avons mesuré la densité
optique, & trois longueurs d'onde :

- 665 nm, correspondant au maximum d'absorption des chlorophylles a
et appartenant au rouge ;
- 610 nm, appartenant au rouge ;

- 430 nm, correspondant a un autre maximum d'absorption
des pigments chlorophylliens et de leurs dérivés (phéophytines,.caroténoides..

Pour chaque série de dilutions, nous avons tracé les
courbes de la DO en fonction des dilutions (figure 12) en pourcentage de
la culture initiale (en abcisse, x =1 pour la culture initiale & partir
de laquelle les dilutions ont été faites). Sur les valeurs obtenues, nous
avons fait un ajustement linéaire sur la relation DO = f (dilution %), et

calculé les coefficients de corrélation, r , correspondants.

Ceux-ci dépendent de la DO de la culture initiale et de
la longueur d'onde utilisée (Tableau XI) ; sur les moyennes des r
(Tableau XII), on constate que les variations sont plus grandes en fonction
des différentes cultures, qu'en fonction de la loﬂgueur d'onde. C'est-a-dire
que les erreurs de dilution importent plus que la longueur d'onde choisie.
Cependant, pour le choix de celle-ci, ce serait & 665 nm que l'ajustement

serait le meilleur, mais la différence ne nous parait pas significative.
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culture C

—
|

0.5 - 1 dilution_ |

culture B

430

/ 665

Figure 12: vérification de la loi de Beer-Lambert

sur 3 cultures de Chfonella vulgardis.

3 différentes densités algales- opacimétrie.
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Bien gque travaillant sur des solutions troubles de
particules de dimension non négligeables, et de forte concentration, nous
avons vérifié la loi de Beer-Lambert ; nous pouvons donc utiliser 1'opaci-
métrie comme méthode rapide d'estimation de la croissance des cultures

de chlorelles.

1.1.2.3. Etude de la croissance

C'est & partir des cultures en erlens de 125 ml, que nous
avons pu suivre au jour le jour 1l'évolution de la transmission optique (ou
de la DO). La modification de ces erlens (cf figure 2) nous a en effet
permis de conserver l'intégrité et l'axénie des cultures, et de garder

ainsi les mémes cultures pour suivre leur croissance dans le temps.

De la méme fagon qu'avec la numération (cf figure 10),
nous avons pu construire les courbes de croissance et montrer que l'on y
distingue les mémes phases de croissance (figure 13). Pour choisir la
longueur d'onde de mesure, nous en avons testé plusieurs : 430, 580, 610,
665 et 700 nm (figures 13 et 14), et nous avons constaté que les courbes

obtenues étaient équivalentes et que seule l'amplitude variait.

. Calcul du taux de croissance

De méme gue pour la numération, nous avons calculé le
taux de croissance k, durant la phase exponentielle sur les cultures des

figures 13 et 14.

Les valeurs de séries I et II sont des moyennes sur 5 et 12
erlens de culture respectivement, ensemencés et développés dans les mémes
conditions, mais chaque série étant ensemencée a des moments différents

dans le temps.

Les différents taux de croissance obtenus en fonction des
longueurs d'onde et des cultures, sont compris entre 0,120 et 0,210 ; on
constate que ces valeurs sont tout & fait dans le méme ordre de grandeur
que celles calculées par la numération (0,16 - 0,22, tableau XIII), mais

dépendent de la longueur d'onde.
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DO 4

0,8 -

0,6 -

0.4

0,24/

~

.///- 430 mm

i IV

/ 610 nm

T —

Figure 13: Courbes de croissance de Chlorella vulgarnis-

10 .
temps (Jours

phases de croissance- opacimétrie 3 plusieurs

loncueurs & 'onde

(sériell).. ‘
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665 nm

610

580

700

>

5 10 temps (jours)

Figure 14: Courbes de croissance de Chforella vulganis-
ovacimétrie a différentes longueurs d'onde

(série I).
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Paramétres 430 nm 580 nm 610 nm 665 nm 700 nm
k 0,150 0,123 0,149
r 0,990 0,995 0,991
Culture 1 n 6 6 6
14 21 15
P >99,9 % >99,9 % >99,9 %
k 0,120 0,126 0,162 0,208
r 0,996 0,989 0,971 0,950
Série 1 n 4 4 4 4
17 9 6 4
P > 99 % > 98 % > 95 % > 90 %
k 0,153 0,188
r 0,996 0,995
Série II n 5 5
19 18
P 99,9 s >99,9 %

TABLEAU XIIT @ TAUX DE CROISSANCE. PARAMETRES VERIFIANT LA QUALITE DE

DIFFERENTES LONGUEURS D'ONDE.

k = taux de croissance
r = coefficient de correlation
n = nombre d'essais
- r
t calculé = ————— V/n-2

1 - r

P = probabilité de l'ajustement

L' AJUSTEMENT LINEAIRE DE log DO = £ (t), DURANT LA PHASE
EXPONENTIELLE DE CROISSANCE DE Chlorella vulgaris POUR
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C'est pourquoi par le choix de celle-ci, nous avons
également considéré l'ajustement exponentiel pendant les cing premiers
jours de culture. La figure 15 représente les droites obtenues par l'ajuste-
ment linéaire, log DO = kt + b, pour les cultures déja considérées. Il est
a4 noter que cet ajustement correspond & l'équation y = e kt + bouk-=2,3Kk.
Cependant, comme nous exprimons k en unités de logarithmes décimaux en base
10, nous avons choisi d'étudier la phase exponentielle de croissance en
vérifiant la linéarité de la relation log DO = kt + b. Dans les deux cas,
les coefficients de corrélation, r , sont les mémes, et les résultats
(Tableau XIII) permettent de constater que cette relation est hautement
significative, avec une probabilité supérieure & 99 %, sauf pour la série

I, ol le faible nombre de mesures limite la validité de l'ajustement.

Pour la suite de cette étude, nous avons choisi de faire
les mesures d'opacimétrie & 665 nm. Compte tenu des résultats des tableaux
XII et XIII, c'est une des longueurs d'onde pour laquelle les divers
coefficients de corrélation calculés sont les plus élevés. Mais ce n'est
pas un argument décisif : en effet, il n'y a guére entre les longueurs
d'onde testées de différence significative, qui en fait 1l'une meilleure que

1'autre.

Aussi, le choix de 1l'une parmi les autres, est arbitraire,
comme tend & le montrer les différences de choix des auteurs (530 nm, UKELES,
1968 ; 578 nm, LEPAILLEUR et coll., 1973 ; 665 nm, GIPPS et LINKE, 1976) .

Si nous avons préféré 665 nm, c'est aussi parce que l'amplitude des mesures
entre l'ensemencement et la phase stationnaire est importante et permettra
de mieux mettre en évidence des modifications de la croissance dues a un

agent toxique.

. Précision des courbes de croissance, obtenues par

ogacimétrie :

Il s'agit d'étudier les variations de la croissance de
différentes cultures de chlorelles, dont les conditions de développement
sont le plus semblable possible, et non pas de rechercher la précision de
la méthode de mesure elle-méme ; celle-ci dépend de l'appareil utilisé,
qui, par son manque de sensibilité, n'a pas permis 1'étude de la précision

a ce niveau.
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665
DO A

0,5 |

0,1 culture 1
0,5. 665
0,25
/uo
0,05/
0,25.
0, v —aP
1 5
011 . —
0,05. 1 5
[m]
—P .
] 5 temps (jours)

Figure 15: Courbes de Croissance, par opacimétrie, de Chlonella vulganis-

coordonnées semi-logarithmigques- ajustement linéaire 3 diffiromtac
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Sur 12 cultures ensemencées & partir de la méme culture
mére, nous avons chaque jour fait une lecture de transmission, que nous
avons transformée en DO. Nous avons ainsi pu faire une analyse de variance
et calculer chaque jour le coefficient de variation de la moyenne (A %).
Les quatre premiers jours, les coefficients de variation calculés (Tableau XIV
sont faibles (environ 4 %), mais par la suite, ils augmentent sans toutefois
dépasser 10 %. On constate alors que, durant la phase exponentielle, choisie
comme référence pour les études d'intoxication, les variationsde croissance

de cultures témoins sont faibles (figure 16).

Cependant, pour des cultures ensemencées a des temps
différents, aucune comparaison n'est possible, car les conditions d'ense-
mencement et de développement ne sont pas strictement identiques et leur

croissance n'est alors pas toujours semblable.

temps |DO moyenne Coefficient de
. Ecart type|Erreur moyenne . .
en jour x 10 variation
Jo 103 3,9 1,1 2,4
J1 147 4 1,1 1,6
Jl! 174 7 2 2,5
J2 219 8,2 2,4 2,4
Jz2' 262 9,4 2,7 2,3
J3 312 11 3,2 2,3
J4 423 23 6,7 3,5
J7 605 60,6 17,5 6,4
Js 651 63 18 6,1
Jo 690 65,5 19 6,1
J10 711 65 18,7 5,8
Ji13 752 67,5 19,5 5,7
Jid 756 52 16,5 4,8

Tableau XIV : Précision des courbes de croissance par opacimétrie, sur 12
cultures de chlorella vulgaris.

Coefficients de variation en fonction du temps.
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DO%

0,6 -

0,4. i

0,2 //

) ' , >

temps (jours)

Figure 16: Courbe de croissance de Chforefla vulgaris-
opacimétrie & 665 nm- précision de la courbe

obtenue.
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1.1.3. CORRELATION ENTRE LES QUELQUES CRITERES ETUDIES

Sur une série de quatre cultures, la croissance des popu-

lations a été suivie par quatre critéres :

- T % & 610 nm transformée en DO

T % & 665 nm transformée en DO

— Numération par la cellule de Thoma

- Numération par le Compteur Coulter

La mesure par opacimétrie est faite en transmission, car
la précision est plus grande, et les valeurs sont converties en DO par la

relation DO = 2 - log T %.

Les moyennes obtenues regroupées dans le tableau XV per-

mettent de faire la corrélation entre les paramétres pris 2 a 2.

La matrice des coefficients de corrélation (r) calculés
(Tableau XVI) montre gque pour tous les cas, l'ajustement linéaire est
hautement significatif. En effet, le calcul du coefficient de Student-
Fisher permet d'estimer que 1'erreur commise par l'ajustement
linéaire est inférieure a 0,01 %, puisque t est toujours supérieur a 15,

pour n supérieur & 10.

En ce qui concerne la corrélation entre la numération par
la cellule de Thoma et celle par le compteur Coulter, nos résultats sont
en accord avec ceux dé SAYED et BYUNG (1963) ; ces auteurs ont de la méme
maniére fait la corrélation entre ces deux critéres et ont trouvé des
coefficients de corrélation, r, de 0,991 et 0,994 pour deux expéces de
chlorelles. Ils en concluent que, compte tenu de la rapidité et de la
précision du compteur Coulter, cet appareil est d'une grande utilité pour
déterminer la concentration cellulaire de cultures algales et faire ainsi

les courbes de croissance correspondantes.

Si la meilleure corrélation semble é&tre entre la numération
a la cellule de Thoma et la densité optique & 665 nm, les différences entre
les quelques coefficients de corrélation obtenus ne sont pas significatives

pour affirmer que ces deux paramétres sont les meilleurs.
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C'est pourquoi, compte tenu de ces résultats de corréla-
tion et des différents avantages de chaque paramétre précédemment exposés,
nous avons retenu la densité optique & 665 nm et la numération au compteur
Coulter pour étudier l'influence du cadmium sur la croissance de cultures

de chlorelles.

temps D.O. & D.O. & Numération|{Numération
en 610 nm 665 nm (Compteur
jours (x 103) (x 103) (Thoma) . Coulter)
J1 575 55,5
J2 721 96,4 4487 3865
J3 111 154 - 8168
J4 154 219 14075 12936
J5 229 320 19287 17672
J6 260 383 24062 23516
J7 314 460 28667 29084
Js 334 513 34050 32319
J9 417 616 39950 35631
J10 - - - -
J11 466 714 46150 38648
Ji2 538 762 50400 43325
J13 550 770 53833 43633
Jl4 580 801 - 44097
J15 597 824 54167 43290
Jle 623 832 - 49563

Tableau XV : Moyennes des résultats obtenus en opacimétrie
et numération{nombre de cellules x 103 / ml)

Comparaison des gquatre critéres.



116.

N

t DO DO N THOMA COMPTEUR
r 610 665 COULTER
DO610 37,8 29,8 19,7
DO 0,995 47,3 26,3
N THOMA 0,995 0,998 20,0
N
COMPTEUR 0,985 0,991 0,991
COULTER

TABLEAU XVI : MATRICE DE CORRELATION DES QUATRE PARAMETRES

- coefficient de corrélation r2

D'ESTIMATION DE LA CROISSANCE DE Chlorella vulgaris
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1.1.4. ANALYSE DE LA DISTRIBUTION DE TAILLE DES POPULATIONS ALGALES

Ce dispositif, complémentaire du compteur Coulter, permet
1l'analyse en 100 canaux différents de la distribution de la taille des
particules considérées. Chaque impulsion provenant du modéle ZB est transmise
électroniquement au modéle C 1000 et est classée par canal en fonction de
son amplitude. A chaque canal correspond ainsi un intervalle de taille, de
quelques centiémes de microns. Le diagramme de distribution des tailles des
particules est visualisé sur un oscilloscope, et reproduit sur une table
tragante X-Y. De méme que pour le modéle ZB, il faut tout d'abord étalonner
1'appareil, pour connaitre le volume de particule correspondant & chaque
canal. La formule V = (N° canal x %gb + BCT) x KV permet de calculer le
coefficient d'étalonnage KV, par l'intermédiaire de la solution de parti-

cules déja utilisée, de 2,01 u de diamétre. Aprés tout réglage électronique

de l'appareil, KV est égal a 0,386.

Compte tenu des seuils inférieur (BCT = 5) et supérieur
(WW = 100) choisis pour tous les comptages, le C 1000 répartit en 100 classeﬂ
différentes les particules dont le rayon est compris entre 0,97 et 2,13 M,
c'est-a-dire dont le volume est compris entre 3,9 et 40,§/u9. C'est-a-dire
gue le C 1000 intégre en 1 mesure le résultat de 100 comptages faits au ZB,

4 des seuils différents. On peut ainsi visualiser en quelques secondes

la distribution des particules selon leur taille et savoir alors trés
rapidement si la population est monodimensionnelle ou non. Dans ce cas, il
est intéressant de suivre 1l'évolution de cette distribution en fonction du ‘
temps. La figure 17 présente les différentes courbes obtenues, telles que 1
la table tragante les donne. On constate, malgré l'irréqularité de ces
courbes brutes, que les populations présentent toutes un maximum, et tendent
donc & étre monodimensionnelles autour d'un certain intervalle de taille.

Le ﬁombre de cellules appartenant & ce maximum augmente jusque vers les
5-6émes jours, tout en restant situé dans les plus faibles tailles. Puis

ce pic de petites cellules diminue et les cellules de plus grande taille
sont alors plus fréquentes. Cette évolution en fonction du temps peut étre
obtenue plus schématiquement sur les courbes simplifiées de la figure 18.

La population de cellules est totalisée par intervalle de 10 canaux ; les
courbes ne sont alors plus construites point par point comme avec la table

tragante, mais en 10 points seulement. On peut déterminer alors le pourcen—

tage de la populatioh totale appartenant a chaque classe de taille et

construire ensuite la courbe des pourcentages les plus élevés en fonction
|

du temps.




nombre de cellules

Figure l??”Evolution, en fonction du temps, des diagrammes
de taille d'une culture de Chlorella vulgaris-

enregistrement direct de 1l'analyseur C1000.
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nombre de cellules

5000 |
1000
0 T ™ ) | L4 LA
10 20 3o 40 50 N°de canal
L1 1,32 1,72 rayon y taille
5,79 9,65 21,2 volume y°
Figure 18: Evolution, en fonction du temns, des diagrammes de

taille d'une culture de Chlorella vulganris- enregis-

trement simplifié de l'analyseur C1000.
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C'est ce que représente la figure 19 pour 3 cultures
témoins ; jusque vers le 5éme jour, environ 40 % de la population totale
appartient & la méme classe, tandis que plus tard, la population est

davantage hétérogéne quant a la taille de ses particules.

L'évolution théorique d'une culture témoin de chlorelles
serait donc un nombre de plus en plus Zlevé de petites cellules, dd a la
division cellulaire active par autosporulation. Puis, pendant la phase de
croissance lente, au—delé du 6éme jour, la taille des cellules augmente
et le pic maximum correspondant tend a se déplacer vers les plus grandes

tailles et a s'élargivr. Le milieu nuiritif n'étant pas renouvelé, la

division cellulaire est limitée et ie nouwbre de petites cellules diminue.

L'utilisation complémentaire du compteur Coulter et de
1'analyseur & 100 canaux devrait permettre de comparer les cultures expéri-
mentales aux cultures témoins, non seulement sur le plan quantitatif que
représente la concentration cellulaire, mais aussi sur le plan qualitatif
représenté par la distribution des tailles des particulec de la population

considérée.

1.1.5. CRITERES INTERNES

1.1.5.1. Estimation des teneurs en pigments chlorophylliens

La détection, l'estimation et 1'identification des
chlorophylles sont d'un grand intérét pour la connaissance du matériel
végétal, que ce soit en agronomie, en industrie alimentaire ou en écologie

et en hydro-biologie (STRAIN et SVEC, 1966).

En effet, si la biomasse guantifie la production d'une
population donnée, les chlorophylles tout comme d'autres constituants
cellulaires, apportent un aspect qualitatif, treés utile surtout dans les

cas de perturbation de la croissance de la population considérée.

La technique d'extraction des chlorophylles du phyto-
plancton est connue (RICHARDS et THOMPSON, 1952 ; CREITZ et RICHARDS, 1955 ;
YENTSCH et RYTHER, 1957 ; BRUINSMA, 1961 ; PARSONS, 1963 ; PARSONS et
STRICKLAND, 1963 ; LORENZEN, 1967 ; MOSS, 1967 ...) car elle est & la base

de la connaissance de la production primaire des écosystémes aquatiques.
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Figure 19: Evolution, en fonction du temps, des pourcentages
de la classe de taille la plus abondante de 3 cultures

témoins de Chlorella vulganis.
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Le solvant classique est l'acétone & 80, 90 ou 100 % selon
les auteurs, et d'aprés les coefficients d'absorption de MACKINNEY (1940, 1941)
des équations ont été proposées (ARNON, 1948 ; RICHARDS et THOMPSON, 1952 ;
VERNON, 1960 ; PARSONS et STRICKLAND, 1963), pour déterminer quantitativement

les teneurs en chlorophylles a, b et c.

Nous avons donc essayé la méthode la plus commune
("Standard Methods" 1971) pour estimer la teneur en chlorophylles totales,
mais nous avons constaté une extraction insuffisante et ce, malgré des
concentrations algales nettement supérieures a celles du phytoplancton

des eaux naturelles.

Ainsi que le constate STEEMAN-NIELSEN (1961), sur
Chlorella ungaAiA, il n'y a pas une compléte destruction des cellules,
par l'acétone 90 % ; l'auteur fait alors une ébullition du matériel pendant

une minute.

Pour ne pas risquer de détruire thermiquement les pigments
chlorophylliens, nous avons préféré essayer des moyens mécaniques (potter

et mixer) pour faire éclater les cellules, mais sans résultat.

‘ Ne pouvant adapter le solvant usuel aux cultures de
chlorelles, nous avons recherché un solvant plus efficace et nous avons
retenu le méthanol, souvent cité pour permettre une meilleure extraction,
principalement dans le cas de cultures de laboratoire. (STEEMAN-NIELSEN,
1961 ; BOGER, 1964 ; CROUZET, 1972 ; TETT et al., 1975 ; GEIKE et PARASHER,
1976) .

En travaillant dans des conditions identiques (prise 10 ml,
extraction 24 heures & l'obscurité et a + 4° C), il est possible de comparer
les cultures entre elles, par les spectres obtenus (figure 20) et par

la mesure de la DO au maximum d'absorption de la chlorophylle (665 nm).

Ainsi, sur une série de cultures, nous avons fait chaque
jour une extraction, sur deux prises d'essai, dans le but de suivre
1l'évolution des chlorophylles en fonction du temps. Les résultats obtenus
présentés sur la figure 21 montrent que la concentration en chlorophylles

augmente jusqu'd un maximum entre le 8é&me et le 12é&me jour de culture.
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Figure 20: Extraction des chorophylles de cultures de Chlorelfa vulgaris—

Spectre dans le méthanol- Enregistrement 20 mm/mn 20 mV.
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Puis, il y a diminution des valeurs, car 1'extraction
n'est pas compléte, méme aprés une durée supérieure a 48 h. Une seule
possibilité de pallier cet inconvénient serait de procéder a la sonication
des cultures pour permettre la lyse totale des cellules, méme aprés une
semaine, moment o la paroi cellulaire semble devenir plus résistante. Les
cellules &gées contiendraient en effet davantage de substances assurant la

rigidité de la membrane (cellulose, chitine, composés pectiques) que les
plus jeunes cellules (LEFEVRE, 1942).

Par ailleurs, cette technique d'extraction ne nous permet

pas d'apprécier l'état des pigments chlorophylliens. L'estimation des teneu
en chlorophylle demande donc un matériel particulier pour permettre une
étude plus compléte et nous ne nous limiterons, pour les études d'intoxi-

cation, qu'a des cultures &gées d'une semaine.

D'autres auteurs (YENTSCH et MENZEL, 1963 ; HOLM HANSEN
et coll., 1965 ; LORENZEN, 1966-1968 ; WHITE et coll., 1972 ; TITMAN, 1975)
ont préféré suivre l'évolution de la concentration en chlorophylles par
fluorescence in-vivo. Cette technique, bien que précise et plus rapide,
nécessite un appareillage particulier et n'a pu étre utilisée dans le cadre

#*

de cette étude.

1.1.5.2. Autres critéres

La numération ou l'opacimétrie ne donnent qu'un aspect
global de la culture et ne permettent pas d'affirmer si les algues sont
vivantes ou mortes au moment de la mesure. Tandis que l'adénosine triphospl
(ou ATP) représente la réserve calorique immédiatement disponible par
l'organisme et disparait rapidement et totalement 4 la mort de celui-ci

(DAUMAS et FIALA, 1969).

C'est pourquoi sa recherche et la détermination de sa
concentration dans une population peuvent en refléter son état. Car la
moindre modification de croissance de la population considérée, due & la
présence d'un toxique par exemple, se traduira par une diminution de la

concentration en ATP.

*

En fin de recherche, un sonicateur a été obtenu ; il permettra dans

1'avenir une extraction normale a l'acétone.
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La détermination de cette molécule se fait par une réaction
photochimique du systéme enzymatique luciférine-luciférase, en réponse

A la présence d'ATP (STREHLER et TOTTER, 1952).

Dans nos expériences, nous avons pu déterminer au 5éme
jour, sur des cultures témoins, une concentration en ATP de 2,86.10_1/ug/ml
de culture, soit 15,5/ug/109 cellules, compte tenu de la concentration
cellulaire des cultures considadrées.

Cependant, ce n'est pas le seul paramétre connu des études de production
primaire, et dans le cas des producteurs, il peut &tre nécessaire de
quantifier la photosynthése, qui seule assure, dans des conditions auto-

trophes, leur croissance.

On peut mesurer soit 1'oxygene produit (GAARDER et GRAN,

1927), soit le carbone assimilé {STEEMAN-NIELSEN, 1952).

La premiére technique, la plus ancienne, permet de mesurer
le volume d'oxygéne produit selon la méthode manométrigue de WARBURG (1919),
ou bien 1l'oxygéne dissous (méthode iodométrique de Winckler, 1888) méthode
électrométrique basée sur le taux de diffusion de O, & travers une membrane,

2
pendant les phases claires et obscures, pour tenir compte de la respiration.

Une méthode plus moderne par électrode spécifique ou
polarographie (Yellow Springs Instrument Co) permet une mesure plus rapide

(DAS, 1973 ; EWALD et coll., 1976).

La deuxiéme technique consiste & mesurer la quantité
de carbone assimilé, par l'intermédiaire d'une solution de carbonate
radioactif (14C05_) utilisée comme substrat de la réaction photosynthétique.
Bien que nécessitant un appareillage particulier et la manipulation d'élément:s
marqués, cette méthode est de plus en plus utilisée car elle est rapide et
précise, et trés représentative de la photosynthése nette (STEEMAN-NIELSEN,
1961 ; BERMAN, 1973 ; EPPLEY et SHARP, 1975).

La variation d'autres composés cellulaires (acides nucléi-
ques, protéines, hydrates de carbone ...}, en fonction du temps peut aussi
compléter utilement des données en hydrobiologie ou en écotoxicologie mais

sans étre spécifique aux producteurs.
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Si tous ces paramétres externes ou physiologiques ont été étudiés séparémer.
il convient de les associer dans l'étude d'un organisme donné, soit en
physiologie (DAS, 1968 ; DAS et RUNECKLES, 1975), soit en écotoxicologie
(HASSAL, 1961 ; DAS et RUNECKLES, 1974 ; GEIKE et PARASHER, 1976 ; EWALD ed
coll., 1976). C'est pourquoi BERLAND et coll. (1972) ont étudié la corré- ‘
lation entre différents paramétres de croissance (numération, ATP, carbone,

azote, volume cellulaire), sur différentes espéces d'algues planctoniques.

Les résultats exprimés sous forme matricielle, montrent
une faible variabilité intraspécifique ; en effet, la corrélation est trés|
significative 22;99 % dans 74 % des couples de paramétres, et les auteurs
considérent méme négligeables ces variations au cours de la phase expo-
nentielle de croissance, surtout par rapport aux variations interspécifiqus
Ce serait les paramétres exprimés en fonction du volume cellulaire qui

présenteraient la moins bonne corrélation.

1.2. Les consommateurs primaires

Nous avons retenu comme paramétres biologiques d'étude

d'une population de daphnies, l'immobilité, le taux de reproduction et le
poids de matiére séche, qui représentent respectivement les effets biolo-
giques d'un facteur toxique sur la mortalité, la natalité et la croissance
pondérale. Nous envisagerons d'abord leur signification et leur évaluation
puis nous donnerons quelques résultats d'expérimentations faites sur des

témoins afin d'estimer leur fiabilité.

1.2.1. L'IMMOBILITE

1.2.1.1. Signification et évaluation

La mort d'une daphnie est une réponse en "tout ou rien"
sans autres variations possibles que le temps au bout duquel celle-ci
intervient. Le TL 50 est souvent utilisé par les expérimentateurs. Pour uj
temps déterminé, on s'exprimera en pourcentage de daphnies mortes par rapj
4 1l'effectif de départ. Paramétre représentatif de la mortalité, 1'immobi
a été retenue comme critére au bout de 24 heures dans le test-daphnie
(norme AFNOR, T-90301, 1974). On parle alors de CI 24 heures. La CI

50 50
48 heures a été par contre retenue par BRINGMANN et MEINCK (1964) .
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Nous avons utilisé dans nos expérimentations le critére d'immobilité de
1'individu tel qu'il est défini dans la norme AFNOR T-90301 : "les daphnies
qui sont incapables de se déplacer dans les 15 secondes qui suivent une
légére agitation du tube sont considérées comme étant immobilisées, méme

si elles agitent leurs antennes".

1.2.1.2. Variabilité du matériel biologique et reproductibilité des résultats

Nous avons étudié 1l'évolution de la mortalité sur 9
expériences réalisées dans les mémes conditions a des temps différents, et
suivies pendant 28 jours, durée qui est celle des €levages et des expériences.
Les conditions opératoires sont identiques & celles déja utilisées pour les

élevages, & savoir :

- lavage des algues avec du milieu oligo L.C. frais

- milieu constitué de milieu oligo L.C. et de volvic a
raison de 4 volumes de milieu oligo IL.C. pour 6 volumes
de volvic

- ration alimentaire égale & 1.106 chlorelles par daphnie
par heure

- changement des milieux tous les 7 jours.

La seule modification apportée par rappcrt aux é€levages
est que l'on utilise seulement 500 ml de milieu pour 20 daphnies agées de
O & 24 heures au début de l'expérience. Les daphnies vivantes sont comptées
tous les jours. Le tableau XVII détaille les résultats obtenus. On observe
gue dans ces conditions, la mortalité est toujours comprise entre O et 10 %,
ce qui est une valeur trés acceptable pour ces animaux placés pendant 28 jours
en laboratoire, dans des conditions artificielles. La mortalité moyenne,
dans ces conditions, est de 4,44 %. D'aprés MAC ARTHUR et BAILLIE (1929),
"]'age de la mort est trés fortement influencé par les conditions extérieures,
par la température, par la densité de population ..." ARNOLD (1971) précise
sur une autre espéce de daphnies, Daphnia puzgx, que la longévité dépend
également de la nature et de la quantité de nourriture. Elle est par ailleurs,
fonction de 1'dge des daphnies mises en expérimentation : jeunes, pré-adultes,

adultes reproducteurs.



129.

JOURS EXPERIMENTATIONS
1 2 3 4 2 4 i 8 9
Jo 20 20 20 20 20 20 20 20 20
J1 20 20 20 20 20 20 20 20 20
J2 20 20 20 20 20 20 20 20 20
J3 20 20 20 20 20 20 20 20 20
J4 20 20 20 20 20 20 20 20 20
J5 20 20 20 20 20 20 20 20 20
J6 20 20 20 20 20 20 20 20 20
J7 20 20 20 20 20 20 20 20 20
J8 20 20 20 20 20 20 20 20 20
J9 20 20 20 20 20 20 20 20 20
Jio 20 20 20 20 20 20 20 20 20
Ji1 20 20 20 20 20 20 20 20 20
J12 20 20 20 20 20 20 20 20 20
J13 20 20 20 20 20 20 20 20 20
J14 20 20 20 20 20 20 20 20 20
J1i5 20 20 20 19 20 20 20 20 20
J16 20 20 20 19 20 20 20 20 20
J17 20 20 20 19 20 20 20 20 20
J18 20 20 20 19 20 20 20 20 20
J19 20 20 20 19 20 20 19 20 20
J20 20 20 20 19 20 20 19 20 20
J21 20 19 20 19 20 20 19 20 20
J22 20 19 20 19 20 20 19 20 20
J23 20 19 20 19 20 20 19 20 20
J24 20 19 20 19 20 20 19 20 20
J25 20 19 20 19 19 20 19 20 20
J26 19 18 20 19 19 20 19 20 20
J27 19 18 20 19 19 20 19 20 20
J28 19 18 20 18 19 19 19 20 20
Pourcentage de
mortalité 5 10 0 10 5 5 5 0 0
aprés 28 jours

TABLEAU XVIT ¢

EVOLUTION DE LA MORTALITE DE 9 LOTS DE 20 DAPHNIES.

DURANT 28 JOURS.
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1.2.2. LE TAUX DE REPRODUCTION

1.2.2.1. Signification et évaluation

Le taux de reproduction ne peut évidemment étre pris en
considération que lorsque la daphnie arrive 3 maturité sexuelle. C'est donc
un critére intéressant pour les expériences a long terme. I1 est exprimé
par le nombre de naissances par daphnie par jour, c'est-a-dire qu'il va
traduire de facon plus ou moins fidéle le nombre d'oeufs contenus dans la
poche incubatrice (il arrive, en effet, gqu'une partie des oeufs n'arrive
pas & éclosion et avorte). Caractérisé par sa multiplicité de réponses
possibles, il s'avére é&tre un pbon indice de l'état métabolique général
(ANDERSON et JENKINS, 1942). Il a été préconisé par CANTON et coll. (1975)
dans les études de toxicité de l'hexachlorocyclohexane. Le calcul de ce taux

peut étre effectué de différentes facons que nous allons successivement

envisager.
Méthode 1

I1 est possible, tout d'abord, de rapporter le nombre de
petits nés pendant une certaine période de temps au nombre de daphnies mises
en expérience, ce qui a l'inconvénient de ne pas tenir compte de la mortalité
éventuelle d'une partie de la population de daphnies mise en expérience.

Oon peut en effet obtenir pour deux essais distincts, le méme nombre de

petits alors que le nombre de morts est différent.
Méthode 2

Il est également possible de calculer le taux de repro-
duction en fonction du nombre de daphnies vivantes a la fin de 1l'expérience,
ce qui a l'avantage de faire intervenir la mortalité & la fin de la période
de temps considérée, mais a 1'inconvénient de ne pas prendre en compte la
mortalité au jour le jour. Celle-ci peut en effet &tre variable en fonction
du temps : trés forte au départ (courbe 1), continuellement constante

(courbe 2), trés forte a la fin (courbe 3).
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Mortalité §
100 T

temps

Méthode 3

Il s'avére donc préférable de calculer le taux de
reproduction en fonction du nombre de daphnies vivant dans le milieu au
moment du comptage des petits. Ce calcul est alors valable dans 1l'exemple

suivant ot l'on effectue des comptages trés espacés.

Jour |Daphnies vivantes|Petits Pe;izi Eiinggzzie Petit:a5a§oiiphnie
Jj-10 Y y' y" y™
Jj-5 12 150 12,5 2,5
Jj-0 10 170 17 3,4
Jj+5 ] 144 16 3,2

Par contre, lorsque les comptages sont plus rapprochés
et effectués tous les jours, il convient d'y apporter une correction qui
tient compte de la réalité biologique. Les petits sont libérés de la poche
incubatrice quelques heures avant la mue (GREEN, 1963) et c'est au moment
de la mue que la daphnie est la plus vulnérable. Dans certaines expérimen-
tations, nous avons ainsi constaté que d'un jour & l'autre, les daphnies

sont retrouvées mortes, mais que les embryons portés par celles-ci, sont

vivants dans le milieu. Il apparait donc normal de rapporter le nombre de

petits nés au jour J au nombre de daphnies trouvées au jour J-1. ‘
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Le taux de reproduction corrigé semble ainsi mieux
refléter le phénoméne biologique. Ce mode de calcul peut se résumer par la

formule suivante :

Pt

D .(to - (t - 1))
t- 24

Pt : nombre de petits obtenus & l'instant t
Dt - 1 : nombre de méres vivantes a l'instant t - 1
to : heure a laquelle se fait le comptage

t - 1 : heure a laquelle s'est fait le comptage précédent

Ce qui donne pour l'exemple suivant, oli les comptages sont

effectués tous les jours & 24 heures d'intervalle :

Jours |Daphnies vivantes|Petits Petits pa; daphnie|Petits pa? daphnie
par jour par jour
non corrigé corrigé

Jj-1 12 n - -

J30 10 42 4,2 3,5

Jj+1 8 52 6,5 5,2

Jj+2 X n' - -

1.2.2.2. vVariabilité du matériel biologique et reproductibilité des résultats

Au cours des mémes expériences et parallélement a 1'immo-
bilité, 1'évolution du taux de reproduction a été envisagée. Les naissances
sont comptées généralement tous les jours. Le tableau XVIII rassemble les
résultats obtenus et fournit le taux de reproduction moyen pour chaque cas.
Celui-ci varie de 4,99 & 6,35. La moyenne calculée est de 5,63 p 0,49
(médiane 5,67). La reproductibilité de ce paramétre peut &tre estimée par
le calcul du coefficient de variation qui est de 6,66 %. Il n'en demeure

pas moins que le taux de reproduction est trés variable en soi.



133.

Exp. N° 1 | EXP. N° 2 | Exp. N° 3 | EXP. N° 4 | EXP. N° 5 | EXP. N° 6 [ EXP. N° 7 { EXP. N> 8 | EXP. N° 9
JOURS
pP/J Tx/J| P/J Tx/J3]| P/J Tx/J}| P/J 1%x/J1 P/J Tx/Jj P/J Tx/J| P/J Tx/J| P/J T™=/J| P/J Tx/

Jo 0 - 0 - 0 o 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -
J1 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 4] - 0 - 0 - 0 -
32 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -
J3 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -
J4 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -
Js 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -
J6 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -
37 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -
a8 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -
J9 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -
J10 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 68| 3,40 aif| 2,05 71y 3,5
Jtt 0 - 0 - 55| 2,75 7| 0,15 0 - 10| o,s0] 272{13,60] 281|14,05] 168| 8,4
J12 0 - 143] 7,15 9| 0,45 q0] 2,00f{ 121] 6,05 3l 0,15 9| 0,45 1| 0,05 45| 2,2
a3 144] 7,20 32| 1,60 14| 2,20 47] 2,35 14{ 0,70 4l o.20f 101] 5,05 79| 3,95 225|11,2
14 29| 1,45 41| 2,08 17| 0,95 0| 0 96| 4,80] 308l15,40| 129] 6,45] 167]| 8,35 g4l 4,2
ais 6] 3,00 s4| 2,70 31| 1,55 16| 0,80 o} o 52| 2,60 20| 1,00 30 1,50| 100] 5,4
J16 o] o 196] 9.80] 208|10,40] 219|11,53] 170} 8,00 23| 1,18 1l 1,55 121 1,600 349017,4
J17 168] 8,40 17| o,8s5f 183] 9,15] 132] 6,95 37| 1,85 1a0| 7,00 110f 5,50] 135{ 6,75 71| 1,9
318 113| 5,651 107} 5,35 61| 3,05 24] 1,26 202{10,10] 276}13,80 9a| 4,90 43| 2,15 64l 3,7
J19 23] 1,15 211 1,05 42} 2,10 50 0,26 ol o 21| 1,08 of o st] 2,551 117| 6,8
J20 as| 1,75] 423f21,15 78| 3,90 214[11,26 791 3,95} 198| 0,90 78] 4,11 46| 2,30} 106 5,7
a2 357117.85] 183] 9,15| a46|22,30] 180| 9,47 219{10,95 34| 1,70] 135} 7,11 153 7.6% EEI
322 172| 8,60 31 1,63 771 3,85 25| 1,32 243{12,15] 479f23,951 117] 6,16] 231[11,55 6hf 3,3
J23 ol o si| 2.68| 154 7,70] 118] 6,21 18| 0,90 28| 1,40} 108| 5,68 18] 0,75] 198[19,¢
J24 341|17,05] 1e|16,63] 141] 7,050 324[17,05] 332({16,60 s} 0,25 112{ 5,89 138} 6,90 o] 0
a25 266|13,30) 147} 7,74 16} 0,80{ 107 5,63 65| 3,251 283|14,15] 17s] 7,11] 270)13,50] 23811,
J26 32| 1,60 ss| 2,89| 226|11,30 41y 2,16 231 1,21 192] 9,60 121| 6,371 101 s5,05| 152 7,
J27 of o 84| 4,67 92| 4,60 69 1,63] 304]/16,00 79| 3,08) 162] 8,53 86{ 4,30 gal 4,
728 as| 2,37] 185{10,28 43| 2,15} 144] 7,58 1| 0;05 1l o,15| 111{ 5,84 158] 7,90 13] o,

Total 1711186,67| 2086J107.37 1925]96.25| 1712]89.81| 2024}102,0¢ 21381106,90( 1917}98,70| 207R{102.90| 2414020,

Nombre de 16 17 8 18 17 19 19 19 1

jours de ponte

Taux de N4 6,12 5.15 4,99 6,00 5,61 5,19 5,42 6.

reproduction

TABLEAU XVITI @ FVOLUTION DU TAUX DE REPRODUCTION DE 9 LOTS DE 20 DAPHNIES., DURANT 28 JOURS.
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Nous avons pu observer dans nos expériences, qu'une
daphnie pouvait donner naissance de 1 a 46 petits en un seul jour, signe

de la présence d'au moins autant d'oeufs dans la poche incubatrice.

Ce nombre d'oeufs dépend selon les auteurs, de la nature
et de la quantité de nourriture (LEFEVRE, 1942 ; RYTHER, 1954) et de la
taille de la mére (ANDERSON et JENKINS, 1942). Il est également fonction
de la température (MAC ARTHUR et BAILLIE, 1929). D'autres auteurs indiquent
1'influence de la composition physico-chimique du milieu et du pourcentage

de saturation en oxygéne.

1.2.3. LE POIDS MOYEN DE MATIERE SECHE

1.2.3.1. Signification et évaluation

Le poids moyen de matiére séche traduit la croissance
pondérale des daphnies : celle-ci est importante lorsque les individus sont
jeunes, elle diminue avec l'age, mais continue jusqu'a la mort (RICHMAN,
1958) . Toutefois ce paramétre n'a guére été utilisé par les auteurs.
COWGILL et BURNS (1975) signalent toutefois un rapport poids de matiére

fraiche/poids de matiére séche égal & 60,1 pour des daphnies adultes.

En raison de la méthode analytique utilisée, sa détermi-
nation est commode et facile. Aprés avoir lavé les daphnies & doser dans
deux bains de Volvic d'une demi-heure chacun, celles-ci sont mises a sec
dans un récipient préalablement taré, qui est placé a 1'étuve a 105 °C
pendant 12 heures, et ensuite au dessicateur pendant un minimum de 12 heures.
Aprés pesée, le poids de matiére séche qu'il contient est déterminé,
permettant d'obtenir ainsi le poids moyen d'une daphnie. Il faut évidemment
un nombre suffisant de daphnies pour obtenir un poids significatif. Ce nombre
dépend du stade auquel appartiennent les daphnies. En général, 10 daphnies

adultes suffisent alors qu'il faut généralement une centaine de jeunes

daphnies.
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1.2.3.2. Variabilité du matériel biologique et reproductibilité des résulta

Le poids moyen de matiére séche d'une daphnie a été
envisagé parallélement & 1'immobilité et au taux de reproduction sur les
mémes expériences. Aprés 28 jours d'expérimentation, les daphnies sont
caractérisées par un poids moyen de 560,5 : 43,0 mg (médiane 572,3 ; coef-
ficient de variation 5,9 %).

Reflet de la croissance, le poids moyen de matiére séche
est, 4 ce titre, fonction des facteurs agissant déja sur la mortalité et
la natalité. Nous avons également pu suivre l'évolution de ce paramétre en
fonction du temps entre O et 28 jours (figure 22). On obtient ainsi une
courbe de type sygmoide avec un point d'inflexion se situant entre 6 et 7
jours, c'est-a-dire au moment ol l'on peut constater a l'oceil nu, l'appa-
rition d'ovaires chez la daphnie. Toutefois, la courbe obtenue a une allurg
différente de celle obtenue par certains auteurs utilisant la longueur com
critére représentatif de la croissance (MAC ARTHUR et BAILLIE, 1929 ;
ANDERSON, 1932 ; VIJVERBERG, 1976).

1.2.4. DISCUSSION

Les résultats obtenus ne semblent pas & premiére vue
refléter des conditions d'élevage défavorables. VIJVERBERG (1976) avec
Daphnia hyalina, observe un maximum de 32 petits produits par femelle et
par semaine, soit 4,57 petits par daphnie par jour. CANTON et coll. (1975)
arrivent a obtenir 8 petits produits par daphnie par jour avec Daphnia
magna, utilisant la méthode d'élevage de DEWEY et PARKER (1964) qui
pourtant observent un taux de reproduction maximum de 1,5 petit par daphni
par jour. ANDERSON et JENKINS (1942) trouvent un taux moyen a 3,4 petits
par daphnie par jour. Se basant sur le seul point de comparaison possible,
a4 savoir le taux de reproduction, nos conditions expérimentales apparaissﬁ
tras favorables et permettent d'obtenir des résultats meilleurs que la

plupart des auteurs.




-

25

temps (jours)-

Figure 22: Evolution du poids de matiére séche de Daphnia magna

en fonction du temps (9q).

9¢1
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1.3. Les consommateurs secondaires

Au cours des expériences de toxicité aigué& que nous avons
entreprises, nous nous sommes limités au seul critére de mortalité du
poisson. Ce critére simple est mieux défini dans le cas du poisson que dans
celui de la daphnie, mais l'exploitation des résultats peut se faire de

diverses maniéres :

i. en déterminant la relation pourcentage de mortalité - concentration

pour un temps d'exposition déterminé

2. en déterminant la relation pourcentage de mortalité - temps d'expo-

sition par une concentration déterminée.

De ce fait, les expérimentateurs expriment la toxicité
d'une substance envers un étre vivant, soit en terme de concentration
entrafnant la mortalité de 50 % de la population pour un temps donné
(CL_ ), soit en terme de durée correspondant & la mortalité de 50 % de la

).

50

population pour une concentration donnée (TL50

Comme le propose SPRAGUE (1969), nous avons préféré
utiliser la seconde méthode permettant d'cbtenir les TL50 correspondant
aux différentes doses. Ces données permettent ensuite de construire la

courbe de toxicité TL50 - concentrations. On peut ainsi observer sur une

méme courbe les CL50 correspondant & différents temps d'exposition. Ainsi

la CL 50 24 heures, fort utilisée, il y a quelques années, est recommandée
par FREEMANN (1953). Actuellement, les auteurs préférent des temps d'expo-
sition plus longs : CL 48 heures (MANN, 1975) et surtout la CL

50 5
Cette derniére est d'ailleurs recommandée par la méthode dite : "standard"

o 96 heureﬂ

utilisée aux ETATS-UNIS (Standard Methods, 1971). D'autres auteurs
proposent des durées plus longues, de 7 & 12 jours (PICKERING et VIGOR,
1965), ou méme 30 jours (PICKERING et coll., 1962).
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2. LE CRITERE ANALYTIQUE

2.1. Préparation de l'échantillon

2.1.1. MILIEU DE CULTURE

Les milieux de culture et d'élevage, témoins et contaminés
par le cadmium, sont contrélés tout au long des expérimentations. Sur une
partie aliquote, des filtrations peuvent &tre nécessaires si le milieu est
trop chargé en matiéres en suspension, ou en algues (pour un dosage en cours
de culture, par exemple). En fait, nous avons filtré systématiquement sur
filtre Millipore 0,45 nu. Lorsqu'aucun matériel biologique n'a été introduit
dans les milieux, la minéralisation n'est pas nécessaire. Par ailleurs,
des dilutions du milieu s'imposent pour des concentrations en cadmium supé-

rieures & 10mug/1l, afin d'éviter la saturation.

2.1.2. MATERIEL BIOLOGIQUE

Chlorelles

Aprés filtration de la culture sur membrane d'acétate de
cellulose Millipore 0,45 m, et ringages successifs & l'eau bidistillée,
les algues sont prélevées du filtre par grattage, pour les expérimentations
au seul niveau des algues. Pour celles utilisant les 2 ou 3 espéces associées,
filtre et algues sont dosés en méme temps, pour permettre de faire, en fin
d'expérience, un bilan du cadmium retrouvé par rapport a celui introduit.

Nous verrons plus loin que le filtre ne modifie pas, de fagon significative,

le résultat du dosage.

DaEhnies

Aprés filtration sur un fin grillage de plastique (maille
de 360 nm), les daphnies sont rincées dans 2 bains successifs de volvic
pour chaque fois 30 mn. Cette durée correspond & celle du transit intestinal
du crustacé (BOURNE, 1959). Elles sont ensuite mises dans un minimum d'eau,

dans des capsules préalablement tarées.
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Ables

Le chloroforme a d'abord été utilisé pour tuer les poissor
mais la technique par choc électrique s'est révélée plus efficace et plus
rapide. Les poissons sont ensuite également rincés 2 fois 30 mn dans deux
pains successifs de volvic. Le matériel est alors mis a 1'étuve a 105°C
pendant une nuit, puis au dessicateur pendant au moins 4 heures. La pesée
des échantillons secs obtenus se fait directement dans les tubes de polysty]
réne cristal de 10, 20 ou 40 ml qui sont utilisés ensuite pour la minéra-
lisation, selon la technique préconisée par BOUDENE et coll. (1976) dans le
cas du dosage du plomb dans le sang. L'originalité de cette technique, qui
est utilisée depuis de nombreuses années au laboratoire de toxicologie de 1
faculté de pharmacie de Paris-sud, réside dans l'emploi de tubes gradués a
usage unique, en polystyréne transparent, pouvant étre obturés de maniére
étanche par un bouchon de polyéthyléne. L'absence de cadmium dans ces
matériaux a été préalablement Vérifiée sur chaque lot, par contact de tubes
échantillonnés au hasard, avec de l'acide nitrique concentré pendant 24

heures. La technique elle-méme est la suivante :

1'échantillon, prédlablement desséché, est mis dans le
tube au contact d'un volume suffisant d'acide nitrique concentré (MERCK,
SUPRAPUR) . Le tube bouché est alors placé dans un portoir spécial (figure 7
permettant d'éviter le départ du bouchon, & l'étuve & une température compl
entre 65 et 70°C, pendant une nuit. Il est conseillé de ne pas atteindre
la température de 80°C, qui entrainerait un ramollissement puis une défor-
mation de ces tubes, nuisant a leur étanchéité. Aprés ce délai, le résidu
de minéralisation est complété & un volume donné avec de l'eau bidistillée
dans le tube méme, & l'aide de sa graduation. Bien que l'action oxydante 4a
1'acide nitrique, agissant sur un matériel déja déshydraté, soit efficace,
il ne s'agit néanmoins que d'une minéralisation partielle. Pour des tissus
riches en lipides, on peut apercevoir en surface, aprés refroidissement,
quelques gouttelettes de graisse qu'il est possible d'éliminer, lors du
pipettage, et qui ne génent pas le dosage. L'avantage d'une telle méthode
est de permettre la réalisation de dosages en série, sans craindre les
contaminations habituelles, particuliérement a redouter dans le cas du
cadmium, liées & l'utilisation de tubes en verre. De plus, l'erreur éven-

tuelle due & l'imprécision du volume indiqué par le trait de jauge est

trés inférieure & celles qui seraient entrainées par les différentes

manipulations réalisées dans une minéralisation classique.
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2.2. Description de la techhique de dosage

Le dosage utilisé est la spectrophotométrie d'absorption atomique. Son
grand développement depuis ces derniéres années a permis d'en faire une
technique fiable et rapide pour le dosage de la plupart des éléments et des
métaux lourds, en particulier sous forme de traces, gr8ce au tube de graphit

remplagant la flamme (ROSS et GONZALES, 1974 ; WRIGHT et RINER, 1975). Le

principe de cette technigue ne sera pas rappelé car d'autres études spécia- ‘

lisées y sont entiédrement consacrées (CAILLOT, 1974) et ne peuvent que mieux
décrire les processus de l'atomisation, leurs perturbations et leurs appli-

cations.

L'appareil utilisé est un spectrophotométre PERKIN-ELMER
modéle 305 B, équipé d'un four HGA-75 qui permet l'adaptation d'un systéme
d'injection automatique (AS1, PERKIN-ELMER). L'utilisation du correcteur
d'absorption non spécifique 4 arc deutérium est indispensable pour le dosage

de milieux complexes tels que les minéralisats.

Les différents réglages de l'appareil sont résumés dans
le tableau XIX, ainsi que la tempé&rature et la durée des 3 phases du dosage.
La température d'atomisation ne crée pas l'unanimité chez tous les utilisa-
teurs de la spectrophotométrie d'absorption atomique sans flamme ; cette
température peut &tre soit élevée (2 000°C) pour obtenir une volatilisation
compléte de 1l'élément (PAUS, 1971 ; WRIGHT et RINER, 1975), impliquant des
effets de diffusion de la lumiére émise par le tube lui-méme, soit plus bas
(1 500°C) pour éviter ces interférences (BARNARD et FISHMAN, 1973 ; ROSS et
GONZALES, 1974) ; dans ce cas, la sensibilité et la reproductibilité sont

plus mauvaises.

C'est pourquol nous avons choisi une température intermé-
diaire (1 800°C), indiquée par PERKIN-ELMER et que recommandent également
PINTA et RIANDEY (1975).

J
|
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Longueur d'onde
(nm)

228,8 (U.v.)

Ouverture de fente
(nm)

Pression argon

(bars)
Phases Température Durée
(Degrés Celsius) (secondes)

. Séchage de 1'échan- 100 30

tillon
. Destruction thermique 350 20-30

de la matrice
. Atomisation 1800 15-20

TABLEAU XIX : CONDITIONS OPERATOIRES DU DOSAGE DU CADMIUM PAR
SPECTROPHOTOMETRIE D’ABSORPTION ATOMIQUE AVEC FOUR



143.

2.3. Sensibilité et reproductibilité

La spectrophotométrie d'absorption atomique avec four
permet d'obtenir une grande sensibilité, principal avantage de cette méthode.
En effet, pour le cadmium, la limite de détection est 0,1 ng/ml, (PERRY et
coll., 1975), compte tenu de l'injection automatique de 20 ml d'échantillon.
Mais on peut encore augmenter cette limite de détection en injectant manuel-
lement jusqu'a 100ul de l'échantillon, pourvu que la viscosité de celui-ci
le permette (FERNANDEZ et MANNING, 1971) . Des valeurs aussi basses sont
obtenues en utilisant l'opération GAZ-STOP : pendant les quelques secondes
de la phase d'atomisation, le courant d'argon est arrété, ce qui favorise
la stabilisation de la vapeur atomique dans le faisceau lumineux, en augmen-—
tant le nombre d'atomes susceptibles d'étre excités ; l'absorbance mesurée
est donc plus grande et la sensibilité meilleure. Cependant la qualité d'un
dosage dépend essentiellement de la précision que l'on peut apprécier par

des essais de reproductibilité.

Nous avons alors cherché a déterminer les conditions
permettant de diminuer le plus possible les erreurs, a toutes les étapes du
dosage et a établir ainsi la précision des résultats obtenus. Les principales

sources d'erreur peuvent &tre distinguées ainsi, au niveau
- de la préparation de l'échantillon
. pesée
. ajustement & un volume donné du minéralisat
- de la gamme d'étalonnage
- des dilutions éventuelles
- de la reproductibilité méme de l'appareil, selon les

différents ordres de passage dans le temps.

C'est pourquoi nous avons calculé les différents coefficients de variation

pour nous permettre d'évaluer 1l'importance de ces erreurs.

La pesée i poids constant et l'utilisation de la méme
qualité de tubes de minéralisation permettent de négliger par rapport aux
autres, les erreurs liées a la préparation de l'échantillon. Cependant, une
trop faible quantité de matériel biologique entrainant une trop grande
variation de poids, entre le début et la fin de la pesée, nous avons éliming
les échantillons dont le poids était inférieur a 0,5 mg.Au-dela de 1-2 mg,.

on remarque sur la figure 24 un net palier qui indique que la concentration

en cadmium retrouvée n'est plus dépendante du poids.
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phnies Figure 24: Rela*ion entre le poids de matiére
g ‘, sdche et la concentration de cadmium
\
; \ dans des daphnies témoins.
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La gamme d'étalonnage est préparée, toujours dans les mémes conditions, a
partir d'une solution mére & 20 mg Cd/1, conservée au froid et renouvelée
tous les 2 mois environ. Les dilutions de la gamme et des essais sont

réalisées avec des micropipettes & embout jetable en polypropyléne (Gilson,
réf. C20), dans des microtubes de polystyréne (Polylabo, réf. 96 305) ;

ce matériel a donné les meilleurs résultats de reproductibilité en éliminant
les contaminations ou pertes éventuelles de cadmium par l'intermédiaire de

la verrerie (KING et coll., 1974). Le nettoyage de celle-ci, utilisée obli-
gatoirement pour les élevages et les expérimentations, se fait par le mélange
sulfochromique et les contrdles & la dithizone se sont toujours révélés

négatifs.

Le systéme d'injection automatique, AS 1, a permis d'obtenir
une reproductibilité trés satisfaisante des pics d'absorption. La figure 25
présente les différents pics d'un enregistrement direct de différentes
solutions étalons & 20 mg Cd/1l. A partir de celles-ci, la gamme étalon
réalisée est obtenue directement sur le papier d'enregistrement (figure 26)
et construite ensuite sur un graphe (figure 27). Pour chaque série de dosages,
une gamme étalon est ainsi obtenue et permet la lecture des concentrations

en cadmium de chaque essai.
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;

- Figure 25: Reproductibilité& de 1l'injection automatique
(AS1) sur différentes solutions é&talons de

cadmium 3 20 99/1.
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Figure 26: Enregistrement direct d'une gamme étalon, par spectro-
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Figure 27: Gamme étalon movenne de cadmium (A2S sans
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La reproductibilité obtenue sur les essais é également
été déterminée et le tableau XX présente les différents coefficients de
variation calculés soit sur les hauteurs de pics obtenus,, soit sur le résultat
final. La partie supérieure du tableau montre la précision obtenue sur
plusieurs dilutions identiques d'un méme échantillon, faites et dosées
successivement : les coefficients de variation ne dépassant pas 5 %, tandis
que les résultats de la partie inférieure du tableau montrent une moins
bonne reproductibilité. Ce sont des dosages faits sur différentes dilutions
d'un méme essai, dosées a des temps différents. Ainsi, il y a variation des
résultats dans le temps, c'est pourquoi chaque série de minéralisats est

dosée le jour méme, & raison d'au moins deux dilutions par essai.

Ces résultats sont en accord avec ceux présentés par les
auteurs déja cités et les coefficients de corrélation sont trés voisins
de ceux calculés par PERRY etc¢ollf1975), sur des échantillons de sang et

d'urine, sans minéralisation (7 % pour 2,8 mug cd/l et 14 % pour 0,18 mg Cd/1).

Outre cette reproductibilité satisfaisante, la spectro-
photométrie d'abSorption atomique est l'une des techniques d'analyse
présentant le moins d'interférences, lorsqu'il s'agit de la méthode sans

flamme.

En effet, BARNARD et FISHMAN (1973) ont étudié quelques
interférences sur le dosage de traces métalliques dans l'eau. Ce sont
seulement de fortes concentrations en sels (10 000 mg/l pour Na++ et K+)
qui entrainent une inhibition du signal d'absorption. Une autre cause

d'interférences serait, selon de nombreux auteurs, 1'acidité des échantillons.

Cependant, nous n'avons pas observé d'effets inhibiteurs :
des étalons réalisés dans les mémes conditions d'acidité que les minéralisats

(2 a 10 % HNO concentré) n'ont pas montré de différence significative,

3!
de méme que des étalons minéralisés dans les mémes conditions que les

échantillons biologiques, par rapport & une gamme non minéralisée (figure 28).

Les conditions de température pour les phases de
destruction thermique et d'atomisation sont donc optimales pour supprimer
1'action des acides, comme 1'indiquent PINTA et RIANDEY (1975) et la figure
29,
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: Concentratio Coeffici
Echantillon ton Ecart type cefficient

moyenne (ng/mg) de variation

Poisson
50 ppb 1,62 0,048 2,13
(n = 10)

Poisson
10 ppb 10,24 0,17 1,21
(n = 10)

Poisson
3 ppm 4,23 0,23 5,07
(n = 10)

Daphnie
10 ppb 136,2 15,9 14,5
(n = 5)

Daphnie
15 ppb 155,8 20,8 16,6
(n = 5)

Chlorelle
10 ppb 17,6 4,2 24,8
(n = 6)

Chlorelle
50 ppb 136,4 26,5 24,1
(n = 5) [

TABLEAU XX : REPRODUCTIBILITE DES DOSAGES (FAITS A DIFFERENTS TEMPS

ET POUR PLUSIEURS DILUI'IONS), APRES MINERALISATION., PAR
SPECTROPHOTOMETRIE D’ABSORPTION ATOMIQUE SANS FLAMME,
COEFFICIENTS DE VARIATION
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Figure 28: Comparaison entre étalons de cadmium acidifiés

ou non, passés une nuit 3 1'dtuve ou non.
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. Ces faibles interférences sont d'ailleurs confirmées par

des dosages selon la méthode des ajouts. La figure 30 présente les résultaté

obtenus : les courbes des ajouts de 3 échantillons différents sont parallél

4 la courbe standard ; c'est dire que l'on n'a pas mis en évidence d'inter-

férences dues & des effets de matrice. De plus la précision n'est pas

meilleure, compte tenu des manipulations supplémentaires ; c'est pourquoi,

aprés cette nécessaire vérification, nous avons abandonné cette méthode au

profit de la rapidité et de la simplicité.

Absorbance
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Figure 29: Dosage du cadmium par AAS sans flamme-
Effet de la forme anionique sur les

températures critiques (d'aprés PINTA et

RIANDEY, 1975).
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Figure 30: Dosages du cadmium dans algues témoins et daphnies intoxiquées

a5 et lS/pg/l, par AAS sans flamme et la méthode des ajolits dosés.
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2.4. Concentrations moyennes retrouvées dans les organismes

|
]
|
considérés |

Avant tout expérience d'intoxication, il convient de
connaitre les teneurs en cadmium dans les organismes utilisés (tableau XXI ).
Ces valeurs sont calculées & partir des dosages effectués sur différents lot
du matériel étudié, aprés avoir déduit un blanc de minéralisation, évalué
ao,s ! 0,09 mg/l. Ce calcul sera le méme pour tous les résultats rapportés

dans les chapitres ultérieurs.

Nous devons signaler que les dosages des algues avec
filtre ne sont pas différenciés des autres, car il a été montré que les
filtres n'apportaient pas de cadmium en quantité significative ; en effet,
les valeurs obtenues sur plusieurs minéralisations de filtres sont toujours

+
inférieures ou égales aux blancs, soit 0,29 - 0,12 ]9 par litre de minéra-

lisat.

Pour les daphnies, la concentration moyenne peut étre
estimée & celle trouvée par COWGILL et BURNS (1975) qui est légérement

plus faible, & savoir 1,30 ng/mg-

Blanc 0,3 + 0,09
Milieu 1,13 + 0,38
Oligo LC

Chlorelles 3,04 + 1,74
Volvic < 0,10
Daphnies 3,19 + 1,58
Ables 0,16 + 0,13

Tableau XXI : Concentration en cadmium dans les milieux d'élevage, et

les organismes étudiés gug/l ou ng/mg de matiére séche)




TROISIEME PARTIE : RESULTATS
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CHAPITRE 1 : ETUDES DE TOXICITE DU CADMIUM SUR LES CHLORELLES

1. MODE OPERATOIRE D'INTOXICATION DES CULTURES

Une solution mére est titrée & 1g de cadmium par litre ; le
métal a été introduit sous forme de 3 sels différents : nitrate, chlorure

ou sulfate.

La derniére dilution, issue en une ou plusieurs fois de la so-
lution mére, est faite dans le milieu nutritif, Oligo LC, de telle sorte que
5 ml de cette solution dans 50 ml donnent la concentration de cadmium désirée

pour l'essai considéré.

Dans des erlenmeyers de 125 ml, 5 ml de solution de cadmium
sont d'abord ajoutés & 40 ml de milieu nutritif Oligo LC. Ces milieux de cultu-
re sont ensuite stérilisés & 1l'autoclave, puis ensemencés par 5 ml 4'inocu-
lum algal, et mis a développer, dans les conditions définies dans la par-
tie II. Chaque concentration est préparéeen 2, 3 ou 5 essais selon les diffé-
rentes expériences. Les témoins, également stérilisés, sont constitués de

45 ml de milieu nutrititf et de 5 ml d'inoculum.

Sur les cultures ainsi obtenues, le comportement et les effets

du cadmium ont été observés.

Si le cadmium ne forme pas, comme la plupart des métaux, de
précipité avec les sulfates, il ne faut pas oublier qu'avec les carbonates,
en pH alcalin, il y a précipitation d'une partie du cadmium sous forme de car-

bonate de cadmium.

Dans le cas des algues, le milieu Oligo LC est & un pH de 7, en
début de culture, et ne contient pas, lors de sa préparation, de carbonate ni

de bicarbonate.
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Et la concentration de CO, dans le milieu de culture, résultat

2
du CO2 émis la nuit par la respiration des algues, et du CO2 en équilibre
avec le CO2 atmosphérique, ne semble pas suffisante pour entrainer la préci-

pitation du cadmium, aux concentrations de toxique utilisées. Par contre, le

probléme sera davantage considéré au niveau des daphnies.

2. RECHERCHE DES SEUILS D'INHIBITION

En fonction du crité@re choisi, les cultures intoxiquées sont

comparées aux témoins chaque jour ou ponctuellement & des temps donnés.

2.1. Opacimétrie

Ce paramétre étant facile a mettre en oeuvre, nous 1'avons
considéré en premier lieu ; il nous a en effet permis de connaitre rapidement
la gamme de concentrations & laquelle le cadmium devenait toxique pour

chonella vulgarnis, dans nos conditions définies et particuliéres de culture.

Une lecture de la transmission optique & 665 nm est faite en
général chaque jour, mais quelquefois 3 fois par jour durant la phase de
croissance exponentielle, et la figure 31 présente les courbes de croissance
obtenues selon les différentes concentrations de cadmium : 0 ; 0,1 ; 0,5 ;

1 ; 2 ; 5 et 10 mg Cd/1 (Expérience A). Compte tenu de la mesure en transmis-
sion, pour une plus grande précision de lecture sur le spectrophotométre uti-
lisé, les courbes sont données en sommant les accroissements calculés entre
chaque valeur de la transmission optique lue : les points obtenus sont des
moyennes de 3 essais, mais, pour une meilleure visualisation, seules les cour-
bes £ AT = £(t) sont figurées. Entre le 2éme et le 6éme jour de culture,
c'est a dire pendant la phase de croissance rapide, les transmissions ont été

converties en densité optique pour permettre le calcul du taux de croissance ]
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Figure 31: Courbes de croissance de Chlorelles, intoxiquées par Cd(N03)2
opacimétrie & 665 nm (expérience A).
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On constate que celui-ci diminue quand la concentration en cadmium augmente.
I1 est alors possible de calculer un pourcentage d'inhibition (I), par rap-

port & la valeur obtenue pour le témoin, tel que :

I = {1 - E_§§§EE__) x 100

k témoin

Les résultats obtenus dans le cas de l'expérience de la figure 31, sont ras-

semblés dans le tableau XXII.

(cd)
dans milieu . k I (%)
mg/1
o 0,154
0,1 0,146 5,2
0,5 0,140 9,1
1 0,133 13,6
2 0,111 27,9
5 0,072 53,25
10 0,013 91,6

Tableau XXII : Toxicité du cadmium sur Chlorellfa vulgarnis

Pourcentages d'inhibition (I) par rapport aux taux
de croissance (k)

Ceux-ci permettent de calculer la concentration inhibitrice 50
(CIS0) (LEPAILLEUR et coll., 1973) qui est une des facons d'exprimer la to-
xicité d'une substance pour un organisme donné. Puisque dans le cas des pro-
ducteurs, on ne peut considérer la mort des individus mais seulement la dyna-
mique de la population algale, on préférera s'exprimer en concentration inhi-

bitrice plutdét qu'en dose létale.
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La CI50 est obtenue sur- la courbe des pourcentages d'inhibi-
tion en fonction de la concentration en toxique (figure 32). Ainsi &
50 % d'inhibition de la valeur du taux de croissance, correspond une concen-

tration de 4,5 mg Cd/1.

Un autre moyen de calculer 1l'inhibition de la croissance alga-
le due & un toxique est de se reporter aux différentes courbes de croissance
obtenues a différentes concentrations du toxique (cf. figure 31). Ainsi, nous
avons calculé pour chaque série d'expérimentation, les pourcentages d'inhibi~
tion par rapport & la hauteur de la courbe en ordonnée, & un temps donné ;
nous avons choisi le 5éme et le 10éme jour, pour savoir si 1l'inhibition est
la méme & 2 phases différentes de la croissance de la population algale. Ainsi
pour l'expérience considérée ci-dessus (expérience A), les calculs ont été
faits, et les points obtenus sont reportés sur la figure 32 ; on peut y

lire qu'a J5 correspond une CI50 de 2,9 mg Cd/1 et qu'a J10 une CI50 de
4,65 mg Ccd/1.

De ces résultats, on constate qu'il y a une variation de la
concentration inhibitrice 50 selon le critére qui a permis de la déterminer.
Une raison peut étre que les différents paramétres utilisés ne traduisent pas
tous strictement le méme impact du toxique sur la population algale. De plus

l'action inhibitrice du toxique semble évoluer en fonction du temps.

Dans une autre série de cultures en effet (expérience B : ni-
trate de cadmium), les pourcentages d'inhibition ont été calculés chaque jour
d'aprés les courbes de croissance obtenues & différentes concentrations de
cadmium O ; 0,5 ; 1 ; 1,5 et 2 mg Cd/1 ; et chaque CI50 a alors été détermi-
née pour chaque jour. La figure 33 représente l'évolution dans le temps des

pourcentages d'inhibition, et de la CI5O0.

On constate donc que dans nos conditions de cultures, en milieu
non renouvelé, la CI50 augmente en fonction du temps c'est & dire que plus
la culture est &gée moins les effets toxiques du cadmium semblent importants.
Le cadmium diminue la vitesse de croissance en début de culture, mais plus

tard, au moment ou les réserves nutritives s'épuisent dans les témoins, les
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essais intoxiqués peuvent eux continuer leur croissance ; car s'étant dévelop-
pés moins vite, il leur reste suffisamment d'éléments nutritifs pour continuer
encore leur croissance. Cependant, cette explication n'est pas unique et ne
peut é&tre envisageable que dans le cas de concentrations en cadmium compati-
bles avec une relative croissance des chlorelles : au dela de 5 mg Cd/1, cela

ne semble plus en effet &tre applicable.

Pour compléter ces résultats, les données brutes de 1'expérienc
ont été traitées par calculateur numérique. Le programme a été congu pour cal-
culer chaque DO, déterminer la dérivée entre chaque point, et les valeurs ob-
tenues ont 6té reportées sur un graphe en fonction du temps. La figure 34
représente la relation DO = f(t) & partir de laquelle les calculs des coeffi-
cients d'inhibition puis des CISO ont pu &tre faits ; ainsi, 4 J5 la Ci150 est
de 3 mg Cd/1 tandis gqu'a J10 elle est de 3,6 mg Cd/l. La encore, on constate

une différence avec les résultats précédents.

Mais, malgré les variations ponctuelles des Ci50 en fonction
de la méthode de calcul, leurs évolutions dans le temps semblent étre, quant

a elles, paralléles.

En effet, la figure 35 construite & partir des pourcentageé
d'inhibition en fonction des valeurs de DO (figure 34) présente la méme.allu-
re, que la figure 33 du moins aprés le 5éme jour, quand la CI50 tend & augmen
ter. Tandis qu'en début de croissance, les variations semblent trop impof—
tantes pour pouvoir utiliser & bon escient la CI50. De toutes fagons, pour
pouvoir comparer les séries d'expérimentation entre elles, il sera nécessai-

re de ne comparer que les CI50 obtenues en méme temps, et par la méme méthode

de calcul.

L'exploitation des données par le calculateur numérique nous
a permis également de présenter d'une autre fagon les résultats. La courbe
dérivée de la courbe de croissance DO = f(t) a été obtenue par le calcul de

la pente entre 2 valeurs consécutives de DO.
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Les courbes obtenues en fonction du temps et des différentes
concentrations de cadmium sont présentées figure 36 ; on constate de premier
abord que ce sont des courbes en cloche et que, par ce mode d'expression,
les différences entre chaque concentration sont plus marquées. En effet, plus
il vy a de cadmium dans le milieu, plus le mode de la courbe diminue et plus

il se décale dans le temps.

Le couple des coordonnées des modes de chaque courbe est donc
une expression de la toxicité du cadmium ; ce qui s'explique par le fait que
le mode des courbes dérivées indique le point d'inflexion des courbes de crois-
sance ; plus il est faible en ordonnée, plus la vitesse de croissance est
faible ; plus il est élevé en abscisse plus la phase de croissance exponentiel-
le est longue, et par conséquent, plus la croissance est ralentie. Cependant
le calcul de la dérivée peut paraitre aléatoire dans le cas d'erreurs de la
lecture méme faibles de la DO ou de la transmission optique. Il faut, de plus,

que les mesures soient faites & des; intervalles de temps strictement réguliers.

C'est pourquoi, nous donnons & titre d'exemple seulement les
résultats obtenus en calculant les pourcentages d'inhibition en fonction de la
hauteur en ordonnée de la courbe dérivée. Il faut noter qu'ad 10 mg C4d/1 la
croissance étant stationnaire, la dérivée est nulle et n'est donc pas repré-
sentable. La détermination de la CI50 est présentée en encadré figure 36, et
est égale 4 2,7 mg/l. Si les pourcentages 4d'inhibition sont calculés en com-
binant les 2 coordonnées par le rapport %-, la CI50 obtenue est encore plus
faible, soit 1,5 mg Cd/1. Selon ces procédés de calcul, la toxicité du cadmium
semble plus grande. Il peut &tre intéressant de disposer d'un mode de calcul
de la toxicité particuliérement fin ; cela permet de mettre en évidence une

certaine inhibition de la croissance & des concentrations de toxique pour les-

quelles elle n'apparait pas manifestement.

Cependant, comme le traitement des résultats par calculateur
numérique a été fait seulement dans cette expérience, & titre d'essai, les
autres séries d'expérimentations n'ont été interprétées que par les calculs
du taux de croissance, et des pourcentages d'inhibition & J5 et J10 sur les
courbes de croissance IAT = f(t). Le tableau XXIII présente les différentes

séries d'intoxication par le cadmium réalisées sur des cultures de Chlorella
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f:ii;e t::té o | o,01|0,1}0,2}0,4|0,5]|0,6]{0,8 1 1,2 1,4 1,5 | 1,6 | 2 3 4 5 10
A No3’ 0,154 0,146 0,140 0,133 0,111 0,072{0,013
B No3“ 0,129 0,119 0,114 0,110 0,102
o No3' 0,170 0,158 0,145|0,149/0,138 0,126
D No3' 0,161 0,175 0,157 0,133 0,134/0,095 0,062
E cl” |o,161 0,154 0,132 0,121 0,120]0,099 0,074
F soé"' 0,213]0,201{0,229 0,201 0,137 0,016
G so;"' 0,150 0,077|0,064|0,062 0,034
H soé"' 0,203 0,162{0,150 0,136(0,113

TABLEAU XXIII : PRESENTATION DES DIFFERENTES SERIES D’INTOXICATION DE Chloretfla vufgaris PAR LE CADMIUM

RESULTATS DES TAUX DE CROISSANCE K OBTENUS PAR OPACIMETRIE

‘991



167.

uulganib, en fonction des concentrations de cadmium initiales, et du sel de
cadmium utilisé. Les différents taux de croissance calculés dans chaque cas
y sont présentés. A partir de ces valeurs, et de celles obtenues par les
courbes de croissance construites pour chague essai, les concentrations inhi-
bitrices 50 ont été calculées graphiquement pour chaque série. Les résultats
obtenus sont donnés dans le ‘tableau XXIV ainsi que leurs moyennes. On peut
remarquer que la toxicité des différents sels de cadmium ne se situe pas tout
a fait au méme degré : le sulfate semble le plus toxique pour Chlorella
vulgaris, dans nos conditions d'expérience, avec une C150 d'environ 1 mg Ccd/1
tandis que 1'inhibition de 50 % de la croissance due au chlorure n'apparai-

trait qu'a environ 4 mg Cd/1l.

Ces résultats confirment les figures 33 et 35 : pour ce cri-
tére d'observation, la toxicité du cadmium diminuerait en fonction du temps,

guelque soient le sel et 1'essai considérés.

Ces deux constatations sont faites & partir des résultats
obtenus par opacimétrie, mais nous allons maintenant considérer la numéra-
tion pour savoir si les constatations sont comparables, ou bien si ce critére -

apporte une autre dimension & cette étude de toxicité sur les producteurs.




l
l

Expérience Sel CISO(k) CISO(JS) CISO(JIO)

A Nitrate 4,5 2,95 4,65

B Nitrate 3,75 3,1 3,5

C Nitrate 3,2 2,5 2,7

D Nitrate 3,7 3,05 3,1
moyenne 3,8 2,9 3,5

E Chlorure 4,4 3,6 4,0

F Sulfate 1,65 0,85 1,6

G Sulfate 1 0,76 1,4

H Sulfate 1,05 0,7 1,5
moyenne 1,2 0,8 1,5

TABLEAU XXIV : CI50 OBTENUES PAR OPACIMETRIE SUR DIFFERENTES SERIES

168.

DE CULTURES DE Chlorella vulgaris INTOXIQUEES PAR

DIFFERENTS SELS DE CADMIUM
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2.2. Numération

Comme dans le cas de l'opacimétrie, les cultures sont observées
chaque jour. Cependant, pour permettre la numération, la culture doit étre
ouverte pour le prélévement, et, malgré les précautions de stérilité, cela
induit des modifications du développement, ce qui se traduit sur les courbes
de croissance par des irrégularités nettement plus importantes que pour l'opa-
cimétrie. Malgré cet inconvénient, les courbes de croissance ont pu étre cons-
truites, et en fonction des différentes concentrations de cadmium, nous avons
pu procéder aux mémes calculs que sur les courbes obtenues par opacimétrie :
calculs de k, de la hauteur en ordonnée & J5 et J10, et calculs des pourcen-
tages d'inhibition respectifs. La premiére expérimentation Nl' représentée
figure 37, confirme que la concentration de 10 mg Ccd/1 sous forme de nitrate
inhibe totalement la croissance de Chforella vulgaris. Par les pourcentages
d'inhibition calculés & J5 et J10, nous avons trouvé graphiquement des CIS50
de 1,8 mg Cd/1 et de 1,5 mg Cd/1l, respectivement & J5 et 4 J10. Tandis que
la CI50, obtenue & partir des taux de croissance calculés entre le 2éme et

le 6&me jour, est de 3,4 mg Cd/l.

Pour compléter ces résultats, d'autres expérimentations ont
été entreprises & des concentrations intermédiaires entre 1 et 10 mg Cd/1.
Les courbes de croissance obtenues pour la 2éme série, (N2), sont présentées
figure 38 ; il est & noter la décroissance a partir du 13éme jour, est sans doute
liée & 1'ouverture journaliére des cultures. La figure 39 montre comment les
CI50 sont obtenues graphiquement, en portant les différents pourcentages d'in-
hibition calculés en fonction des concentrations en cadmium : par rapport
aux taux de croissance, la CI50 est égale & 4,75 mg Cd/1 ; a J5 et J10, les
CI50 sont respectivement 2,1 et 2,15 mg cd/l. Comme dans le cas de l'opaci-
métrie, il y variation des CI50 obtenues, et la CI50 serait plus élevée que
les autres, bien que le calcul se rapporte & la phase de croissance exponen-

tielle, moment ol la toxicité devrait étre le mieux mise en évidence.
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Ficure 39: Détermination des CIRndu cadmium sur Chfonretlfa

vulganis; numération (pitrate).

Puis nous avons  étudié 1'évolution de la CI50 en fonction du

temps et des différentes phases de croissance, par l'intermédiaire des données

brutes de la numération chaque jour.

Les pourcentages d'inhibition n'ont pu étre calculés qu'au-dela

du 4éme jour, car les différences entre essais et témoins n'étaient pas suf-

fisemment significatives en decga.

C'est pourquoi les courbes de la figure 40 ne commencent qu'a

J4, mais présentent cependant une grande similitude avec celles obtenues par

opacimétrie (figures 33 et 35). Il semble donc que les effets toxiques du

cadmium ne soient mis en évidence par ces 2 critéres que quelques jours apreés

1'ensemencement. Puis aprés une apparente stabilité de la toxicité pendant

3-4 jours, celle-ci semble ensuite diminuer, ce que traduit la progressive

augmentation de la CI50 au deld du 8éme jour. Cette évolution observée dans

=

le cas du nitrate de cadmium est comparable & celle déterminée avec le chlo-

\ rure, comme en témoigne la figure 41.
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Sur le plan qualitatif, l'utilisation du C-1000 a permis de
constater que la présence du cadmium dans les cultures de chlorelles faisait
diminuer les petites cellules au profit des plus grosses. La figure 42 est
un exemple des courbes simplifiées obtenues : elle représente les diagrammes
de taille des populations de chlorelles pour les différentes concentrations
de cadmium, & J8. Malgré la schématisation de ces courbes, on peut remarquer
que le nombre de cellules dans la classe de taille dominante diminue en fonc-
tion de la concentration de cadmium. De plus, & 3 mg Cd/l alors que la numé-
ration totale est d'environ 106 cellules/ml et par conségquent non négligeable,
aucune classe de taille ne semble dominante c'est 'a dire qu'aucun maximum

n'est apparent sur la courbe.

L'évolution des diagrammes de taille en fonction de la concen-
tration en cadmium et en fonction du temps est présentée par les figures 43
et 44. Il s'agit de 1l'expérience N1, ol la gamme de concentrations mises en
jeu est large pour permettre d'apprécier globalement mais distinctement les
effets du cadmium. Ainsi, on peut voir que, parallélement a une diminution
du nombre de cellules en fonction de la concentration en cadmium, il y a dé-
placement de la classe de taille dominante vers les volumes plus grands. Le
phénoméne est accentué en fonction du temps. Tout semble se passer comme si
la présence de cadmium entrainait un vieillissement prématuré des cultures.
I1 y a inhibition plus ou moins forte de la multiplication cellulaire selon
la concentration du toxique, et les cellules de petite taille, que 1l'on peut
considérer comme jeunes, se développent au lieu de se diviser. La population
n'est alors plus mono dimensionnelle, comme elle a tendance & 1l'étre dans le

cas des cultures témoins avant la phase stationnaire.

Cette hypothése d'action du cadmium sur les mécanismes de multi-|

plication cellulaire, demanderait a étre vérifiée par voie biochimique et/ou

physiologique, ce qui dépasse le cadre de cdtte étude.
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D'autres séries d'expérimentations ont été faites et les résul-.
tats sont rassemblés dans le tableau XXV. On remarque par la numération, que
le nitrate semble plus toxique que le chlorure, de méme que par opacimétrie
les CI50 pour le nitrate sont en moyenne inférieures a celles obtenues par
le chlorure. L'action du sulfate n'a pu &tre testé par la numération et il est
alors difficile de le classer par rapport aux 2 autres sels. On peut noter
également que les valeurs de CI50 obtenues par numération sont plus faibles
que celles données par opacimétrie. Cela montre que le calcul de la CI50 est
arbitraire, c'est & dire qu'il ne peut exister une seule et unique valeur de

CI50 car celle-ci dépend du critére d'étude et du mode de calcul.

Néanmoins, les résultats obtenus par différentes séries d'expé-
riences sont assez voisins, pour le méme paramétre et le méme mode de calcul.
I1..convient donc d'accompagner la CI50 des conditions de son calcul pour lui
conserver toute sa signification et pour pouvoir comparer ultérieurement plu-

sieurs toxiques entre eux.




Concentration (cd) (mg/l) CI 50 (mg Ccd4/1)
Expérience Sel

0 0,1 0,5 1 1,5 2 3 5 10 /. k .35 {7310

N 1 Nitrate | 0,238 0,228 0,192 0,013 3,4 1,8 1,5
N, Nitrate 0,346 0,281 0,236 0,226| 0,304 4,75 2,1 2,15

N 3 Nitrate | 0,209 0,19 o,152| 0,141 0,128 3,5 3,1 2,6
moyenne 3,9 2,3 2,1

N, Chlorure| 0,168 0,179| 0,171} 0,161| 0,145| 0,106| 0,077 3,8 4,5 2,4

N 5 Chlorure| 0,346 0,329| 0,266| 0,263} 0,207 3,9 4,15| 2,1
moyenne 3,85 4,3 2,25

TABLEAU XXV : PRESENTATION DES DIFFERENTES SERIES D'INTOXICATICN DE Chonella vulgarnis PKR'LE: CADMIUM

—

‘08

RESULTATS DES TAUX DE CROISSANCE ET CI50 OBTENUS PAR NUMERATION
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2.3. Autres paramétres

Comme nous l'avons déja signalé dans le premiére partie, nous
avons voulu nous intéresser i d'autres paramétres, plus physiologiques. Ils
ne sont cités qu'a titre d'exemple, et les expérimentations n'ont pas été
assez nombreuses pour que les résultats soient pris en compte avec la méme

importance que les précédents.

2.3.1. ESTIMATION DES PIGMENTS CHLOROPHYLLIENS

Les cultures témoins et intoxiquées par du nitrate de cadmium
sont préparées et mises a développer dans les conditions déja définies. Elles
sont ensuite toutes arré&tées & un temps donné, car le préiévement d'un volu-
me important par rapport au volume total, modifie totalement la croissance
de la culture. Il en résulte un probléme matériel si l'on veut disposer en
nméme temps de plusieurs essais & différentes concentrations de toxique et de
plusieurs essais semblables pour suivre 1'évolution dans le temps. C'est
pourquoi nous ne disposons de résultats que pour 2 jours, J6 et JB ; les
difficultés d'extraction déja signalées nous ont conduit également a élimi-
ner certaines expérimentations dont les résultats nous semblaient par trop

erronés.

Avant prélévement, la transmission optique est mesurée et une

numération au compteur Coulter est faite. Aprés 24 heures d'extraction a
1'obscurité et au froid, et aprés centrifugation, les surnageants sont ajus-
tés au volume initial de la prise d'essai et la densité optique est alors
mesurée i 665 nm. Les pourcentages d'inhibition sont calculés en fonction

de la DO moyenne des témoins, et la CI50 est obtenue graphiquement ( figu-
re 45). A J6, celle-ci est de 1,9 mg/l, pour le cadmium sous forme de nitra-
te. Les autres CIS0 sont calculées de la méme maniére et sont respectivement

de 1,5 et 1,1 mg Cd/1 par opacimétrie et par numération.
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Par contre & J8, les valeurs sont nettement plus élevées et
paraissent vraisemblablement trop fortes eu égard & celles déja obtenues par

numération et opacimétrie.

On remarqur gque de J8 a J6, la différence entre les CI50 obte-
nues par la DO des extraits chlorophylliens est trés voisine de celle entre
les CI50 obtenus par opacimétrie. Bien que 1'estimation des teneurs en chlo-
rophylles donne les CI50 les plus slevées, on peut dire que ce critére est
comparable & l'opacimétrie, qui en est en fait une expression simple et ra-

pide.

Il parait cependant nécessaire de quantifier la recherche des
chlorophylles dans les cultures de chlorelles par l'emploi de solutions éta-
lons, aprés une extraction compléte au sonicateur, pour que l'estimation de-
vienne un dosage, et pour pouvoir aussi utiliser ce paramétre de fagon plus
approfondie. Pourtant, compte tenu des résultats obtenus, par rapport aux
difficultés rencontrées pour parfaire la technique, le dosage des chloro-
phylles ne nous semble pas &tre un paramétre primordial pour les études d'in-

toxication envisagées.
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2.3.2. MESURE DE LA CONCENTRATION EN ATP

Nous avons voulu examiner ce critére pour savoir si les résul-
tats obtenus étaient cohérents avec ceux obtenus par les autres paramétres.
Nous n'avons fait qu'une série de cultures, et cette étude ne prétend pas
étre compléte : elle n'a pour but que de montrer de fagon préliminaire 1'in-
térét du dosage dA'ATP & mettre en oceuvre ultérieurement pour des études

d'intoxication plus élaborées.

Les cultures sont préparées dans les conditions décrites ci-
dessus, aux concentrations de 0 - 0,01 - 0,5 -1 - 1,5 - 2 et 3 mg C4d/1 sous

forme de nitrate, a raison de 2 essais par dose.

Aprés 5 jours de développement, la numération de chaque cultu-
re est faite au compteur Coulter, ainsi que la mesure de la transmission

optique & 665 nm.

Le dosage A'ATP se fait en 2 étapes : 1l'extraction puis le do-
sage Aensu Aciclo. Le mode opératoire est le suivant :

La prise d'essai de la culture d'algues est de 1 ml addition-

née de Bml de DMSO(diméthyl sulfoxyde) a 90 % dans du tampon

MOPS (acide morpholino propane sulfonique) 0,01 M.

Aprés une agitation de 30 secondes, puis un repos de 2 minutes

on ajoute 40 ml de tampon MOPS 0,01 M, & pH = 7,4.

Chaque essai est congelé immédiatement aprés sa préparation et

toutes les mesures sont ensuite faites en méme temps.

Au moment de la lecture, un kit de réactif contenant le complexe
enzymatique luciférine-luciférase ainsi que des ions Mg++ comme catalyseur,
est dilué dans de l'eau de telle sorte que 0,1 ml de ce mélange soit en con-
tact avec 1l'extrait, dans l'appareil. Celui-ci est un Luminescence Biometer
760 (Dupont instruments), qui permet de transformer électroniquement la pro-
duction de photons émis par la luciférine en un signal proportionnel & la

quantité de lumiére ; celle-ci est elle-méme proportionnelle & la quantité
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d'ATP mise en contact avec le systéme enzymatique, ce qui permet 1'évaluation
quantitative de 1'ATP contenu dans le matériel biologique considéré. Aprés

3 injections du méme essai, la moyenne des valeurs obtenues est faite, et
compte tenu de la dilution au 1/50e, le résultat est donné en ug ATP/ml

de culture d'algue.

Par rapport aux valeurs obtenues pour les témoins, les pourcen-

tages d'inhibition ont été calculés selon la formule suivante :

s 1=1-288%3L 4 100

témoin

Les courbes de la relation dose/effet (I(%) = £ (contentration de cadmium) )
ont &té ainsi construites (figure 46). La CI50, déterminée par les 3 métho-
des, donne les valeurs suivantes sur une méme série :

. 1,5 mg Cd/1 par le dosage d'ATP

. 1,9 mg Cd/1 par opacimétrie

. 0,60 mg C4/1 par numération

On remarque que dans cette expérience, la CI5O obtenue par la nu-
mération est 1a encore la plus faible, tandis que le dosage 4'ATP donne des
résultats intermédiaires ; c'est pourquoi, il nous parait intéressant d'uti-

liser a l'avenir ce critére dans les études d'intoxication.

Le dosage d'ATP peut en effet &tre le reflet du nombre d'algues
encore vivantes dans la culture totale, et &tre une fagon d'estimer la morta-
1lité de la population, due au toxique. Ce seul exemple ne traduit malheureu-
sement pas ce phénoméne, puisque la CI50 obtenue est supérieure & celle obte-
nue par numération, alors que ce dernier critére prend en considération toutes
les algues, quelque soit leur état physiologique. Mais nous espérons que dans
1'avenir, d'autres expérimentations confirmeront 1'intérét de 1'ATP dans les

études d'intoxication, autant que dans celles de productivité primaire.
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1% f

100 4
numération
ATP
. opacimétrie
50 J

o . . ' ' r =

1 2 3 4 mgCd/!

Figure 46: Pourcentages d'inhibition du cadmium (nitrate),
en fonction de la concentration de toxiaue dans
le milieu, et de plusieurs critéres d'étude

(concentration en ATP, numération et onacimétrie).
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En conclusion de ce chapitre, nous pensons que la toxicité d'une
substance sur une population algale est difficilement quantifiable de fagon
unique, en fonction de seuls critéres biologiques. La CI50 semble &tre une
donnée intéressante car elle indique le degré de toxicité de la substance
mais elle est différente selon les conditions de son calcul et par conségquent
limitée dans ses applications, pour la fixation de normes par exemple.

D'autre part, le renouvellement dans le temps de séries d'expérimentations

a montré la variabilité biologique des résultats, et 1'importance des condi-
tions de culture. En effet une faible variation de celles-ci perturbe la crois
sance des algues et entraine alors une modification dans l'estimation de la

toxicité.
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3. RECHERCHE DU POUVOIR CUMULATIF

C'est par le degré d'accumulation d'un toxique dans un orga-
nisme, vérifié par l'analytique qu'existent des risques de contamination
des chaines alimentaires. Ceux-ci varient en fonction de la quantité du toxi-
que présent dans l'environnement et du temps pendant lequel 1l'organisme est

en contact avec lui.

C'est pourquoi, nous allons envisager l'accumulation du cad-
mium & la fois en fonction de sa concentration dans le milieu de culture d'al-

gues, et en fonction de la durée de l'exposition.

Mais avant toute expérimentation, il est nécessaire de connaitre
le comportement du biotope en 1l'absence de tout organisme, pour que les va-
riations de la concentration en cadmium observées ultérieurement soient attri-

=

buées & juste ‘titre aux organismes eux-mémes.

3.1. Evolution du cadmium dans le biotope seul .

Les erlenmeyers de culture sont préparés comme pour les &tudes
d'intoxication et autoclavés ; on ajoute ensuite, de fagon stérile, un vo-
lume de milieu Oligo LC, dépourvu d'algues et stérile, égal d celui utilisé

pour l'ensemencement des cultures.

Nous avons voulu tout d'abord voulu nous assurer que l'autocla-
ven'avait qu'un effet négligeable sur le comportement du métal. Le dosage
de milieux, avant et aprés autoclave a révélé une diminution moyenne de 2,6 %
de la concentration en cadmium, sur 10 essais. Cettebvariation ne semble pas
significative d'autant plus qu'il elit &té logique de croire que la concentra-
tion en cadmium pouvait augmenter en raison de 1'évaporation qui parait ainsi
limitée. '
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dant 2 semaines pour tous les essais et pour le témoin (moyenne de 2 cultu-

{

Les doses choisies pour suivre 1l'évolution du cadmium dans lel
biotope ont été : 0 ; 5 ; 10 ; 100 ; 500 ug/l, avec 2 essais par concentra-
tion. Tous les 2 jours, un préladvement d'environ 1 ml a été fait pour le
dosage, effectué directement dans le four du spectrophotométre d'absorption
atomique. Compte tenu des dilutions effectuées, le résultat de chaque dosa-
ge a été converti de telle sorte que toutes les valeurs solent rapportées

a 10 p Ccd/1. La figure 47 montre 1l'évolution du cadmium dans le milieu, peni

res). Aprés des valeurs assez &levées pendant les premiéres heures, les

courbes semblent se stabiliser au bout de 48 heures environ & une valeur
moyenne, quelque peu inférieure a la valeur théorique de 10 ug/l. On peut
donc considérer qu'aprés le temps que dure la phase stationnaire de la croii
sance algale, la concentration de cadmium dans les cultures est stabilisée.
Les variations obtenues aprés ce délai seront principalement 1l'effet de la

présence des algues.

La figure 47 indigque é&galement 1l'évolution de milieux témoins
La concentration en cadmium du milieu Oligo LC seul n'est pas négligeable et
semble de la méme fagon se stabiliser aprés une légére augmentation. Plusiey
dosages ont été faits sur des séries de milieux oligo LC é des‘temps diffe-
rents, et une moyenne de 1,13 b 0,38 u/l a été trouvée. C'est donc sur cett

base que les résultats ultérieurs ont €té calculés.

3.2. Accumulation du cadmium dans Chlorella vulgaris en fonction

de la concentration‘du cadmium dans le milieu

A l'occasion des déterminations de CI50 sur les algues seuleg
lors des expérimentations sur les daphnies nourries par des algues intoxi-
qguées, un nombre suffisant d'échantillons a &té obtenu pour faire les dosag
de cadmium, dans diverses intoxications, sur des séries de cultures ensemer

cées & des moments différents.
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Nous avons ensuite rassemblé les données concernant le méme
jour et nous avons choisi le 10é&me, puisque c'est le temps moyen & partir
duquel les algues sont données aux daphnies. Les moyennes, pour chaque
concentration intiale de cadmium dans le milieu ont été calculées avec au

moins 5 résultats (tableau XXVI).

Pour l'expression graphique de ces résultats, nous avons utili-
sé des coordonnées logarithmiques. On constate que les points semblent &tre
alignés : ce qui signifie que la relation entre la concentration dans le
milieu et celle retrouvée dans les algues peut-étre de la forme y = axb.
C'est pourquoi nous avons calculé 1'ajustement d'une fonction puissance, et

nos résultats ont donné la relation suivante :

y = 3,52 x0r%®

avec un coefficient de corrélation r égal a 0,998.

La droite correspondant & cette fonction est représentée en
coordonnées logarithmiques figure 48. Il faut signaler que cette relation
n'a été calculée que de 4 & 5000 ug/1 et 4 2 ug/l, le point obtenu ne
s'aligne pas du tout, soit en raison d'une erreur par excés sur les dosa-
ges, soit que plus vraisemblablement en degd de cette concentration, il
ne s'agit pas de la méme fonction. Mais nous ne disposons pas d'un nombre

suffisant de données pour déterminer cette autre relation.
Les facteurs de concentration, £, ont été calculés :

concentration en cadmium dans les algues (ng/mgq)

f =
concentration en cadmium dans le milieu (mg/1)

et les résultats sont présentés tableau XXVI. Leur variation semble assez
aléatoire et le facteur de concentration moyen alors calculé est de 3000,

sans tenir compte de la valeur de £ & 2 ug/l.




Cadmium dans

milieu 2 4 5 6 8 10 15 50 100 250 500 750 1000 | 2000 | 5000
ug/l (%)

Cadmium dans

Chlonella uulgaﬂiA 12,9 14,8 19,4 20 25,4 31,2 51,5 123,2| 217,5| 722 1305 2333 2957 6363 (12300
ng/mg (y)

Facteur de

concentration 6,45 3,7 3,88 3,33 3,18 3,12 13,43 2,46 2,18 2,89 2,60 3,11 2,96 3,18 2,46

f x 103

TABLEAU XXVI & ACCUMULATION DU CADMIUM DANS Chlorella vulgaris EN FONCTION DE LA CONCENTRATION INITIALE
DANS LE MILIEU

FACTEURS DE CONCENTRATION, £, A J10 ; RESULTATS PERMETTANT L'AJUSTEMENT DE FONCTION

PUISSANCE DE LA FORME 0,96
y = 3,52 x '

"Z61
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Accumulation du cadmium dans Chloreffa vulgaris en fonction

Figure 48:
de la concentration du métal dans le milieu- coordonnées

logarithmiques.
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Les algues ont donc la potentialité de concentrer le cadmium
environ 3000 fois par rapport & la teneur initiale dans leur environnement.
Mais il faut rappeler que les dosages sont exprimés en ng de cadmium par mg
de matiére séche, ce qui explique en partie la valeur trés élevée du facteur f£.
Il nous a paru tré&s aléatoire d'exprimer le poids de chlorelles en matiére
fraiche, car il est beaucoup plus difficile de reproduire des conditions tou-
jours identiques de pesées dans ce cas que lors des pesées de matiére sé&che.
C'est pourquoi, nous pensons que ce mode d'expression est préférable pour com-
parer les différents dosages entre eux, bien que nous en sentions les limi-
tes ; en effet, il ne refléte pas strictement la réalité, principalement
dans le calcul du facteur de concentration. D'autres auteurs ont pourtant
choisi ce méme mode de calcul et ont obtenu des facteurs de concentration de
méme ordre de grandeur que Ceux gue nous avons mesurés : 3,8.103 pour

Myriophyllum et 1,1.10% pour Laganosiphon (RAVERA et coll., 1973).

Dans le cas des algues témoins, nous avons calculé également
le facteur de concentration. Sur plus de 15 dosages, nous avons obtenu une
concentration moyenne de cadmium dans les algues de 3,04 pa 1,74 ng/mg. Si
nous admettons que la concentration dans le milieu non intoxiqué est de
1,13 Ug Cd/l, le facteur de concentration f est de 2690, qui est trés proche

de la valeur moyenne calculée précédemment.

3.3. Evolution de 1'accumulation du cadmium dans Chlorella vulgaris

en fonction du temps

Nous venons de considérer la concentration de cadmium retrouvée
dans les algues en fin de croissance exponentielle (J10) et 1'accumulation

du cadmium peut &tre différente en début de croissance.

C'est pourquoi, nous avons ensemencé successivement 4 séries de
cultures & 3 concentrations différentes de cadmium : 0. ; 10 et 50 ug/l.

=

Chaque jour une culture, & chaque concentration, est prélevée du lot ; aprés
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mesure de la transmission optique et numération, la totalité de la culture
est filtrée pour mettre en oeuvre le dosage du cadmium. Les courbes de croisT
sance obtenues par opacimétrie ne montrent pas de différence entre les 3 con-
centrations de cadmium choisies. Il en est de mé@me pour la mesure des chlo-

rophylles, dont on sait qu'elle n'est plus possible au 8é&me jour.

Par numération, une inhibition certaine est remarquée aprés

quelques jours de développement : elle est & son maximum de 18 % & 10 ug/1

et de 26,5 % & 50 ug/l.

Chaque culture est ensuite filtrée, dans sa totalité, et le |
poids d'algues en matiére sé&che est mesuré aprés étuvage & 105°C. Ce poids
refléte alors la croissance des populations algales en fonction du temps, ‘
bien qu'il y ait une certaine erreur par défaut, compte tenu du grattage
des 'algues du filtre. Le tableau XXVII présente les différentes valeurs de ‘
poids obtenues, ainsi que les comptages et les résultats des dosages de cadm:

\

Il est & remarquer tout de suite que la concentration de cadmiw

dans les algues n'est pas constante et qu'elle diminue quand le temps de

croissance augmente (figure 49).

Les premiéres valeurs peuvent paraitre excessives pour les
3 essais, mais il faut tenir compte du trés faible poids d'échantillon qui
introduit nécessairement une erreur. Cependant, méme si 'celle-ci atteignait
50 %, les premiéres valeurs resteraient toujours trés supérieures aux
suivantes ; de plus au deld du 4éme jour les poids sont suffisamment impor-
tants pour qu'ils ne soient plus la cause des variations de la concentration

de cadmium retrouvé dans les algues.

Plusieurs représentations graphiques ont été essayées dans le
but de déterminer la forme de relation existant entre le temps et la concenn
tration de cadmium daﬁs'les algues. Nous avons retenu finalement les coor-
données logarithmiques avec lesquelles nous avons obtenu le meilleur ajus-

tement.




Temps J1 J2 J3 J4 J5 J6 J7 J8 Jo J10 J11 J12 J13 J14 Jieée J18
|
T | 2,65 6,59|10,24|12,62|14,85|14,93|16,47(19,50|11,70/19,96|18,28|17,23|15,30(16,4016,30| 8,80
Numération
6 10 | 2,13| 8,09{10,42|12,78{13,37|13,57|14,6215,97(13,10{10,06(15,88|11,1310,70|16,24{15,05(11,33
10~ cellules/ml
s0 | 2,47 6,6 |10,5711,31]13,20{13,75|14,00|11,85|13,30(|12,56|12,28 15,18 |15,38{15,10(15,45|15,10
T | 1,18]| 1,14| 4,00| 3,75| 5,48| 6,13| 6,82 9,15| 8,73| 9,2 |12,63| 9,72 |13,36/18,85(11,33|19,97
Poids de 10 | 1,71 1,97| 0,43] 3,90| 5,70| 5,18| 6,8 | 8,7 | 8,07| 9,55|12,21 |11,89(14,90|17,38{20,36|21,18
matiére séche (mg)
s0 | 1,5 | 1,61| 0,97| 2,70| 4,97| 3,60| 6,84 8,07| 7,90| 9,79(13,74 |10,69 |15,73 18,0 [20,83|22,12
T 26| 47| 74| 34| 26| 33| 61| 43| 43| 53| 78| 35| 30| 38| 28| 6as
Quantité de cadmium
10 718| 283 36| 269 479 285| 347| 383| 208| 239| 354 | 273| 238| 330| 416| 296
dans culture algale
(ng) so | 2025 1343 503| 1199| 2241| 1230| 1484 1557 1082 | 1204 | 1662 | 1389 | 2831 | 2250 | 2104 1946
T 22| 41| 18,5 o| 4,7 s5,4| 8,9 4,75 5| s,8| 6,2 3,612,25(2,08a]|2,44| 2,4
Concentration de 10 a20! 121| 84| 69| 84| 55| 51| 44| 37| 25| 29| 23| 1e| 19| 20| 14
cadmium dans algues !
50 1350 834 519 444 451 344 217 193 137 123 121 130 180 125 101 88

(ng/mg)

TABLEAU XXVII : EVOLUTION DE LA CONCENTRATION CELLULAIRE, DU POIDS DE MATIERE SECHE, DE LA QUANTITE DE CADMIUM DANS LA
TOTALITE DE LA CULTURE ET DE LA CONCENTRATION EN CADMIUM DANS Chlorella vulgaris, EN FONCTION DU TEMPS
ET EN FONCTION DE LA CONCENTRATION INITIALE DU TOXIQUE DANS LE MILIEU

‘961
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Les fonctions puissance ajustées sont :

pour le témoin : Yy = 39 X‘O'97
r =0,898
t=17,65
-1,08
pour 10 pgcd/1 : Yio = 349 x
r =0,976
t = 16,6
pour 50 pgCd/1 Yeoq = 1579 0,99
r =0,972
t = 15,5

Les droites correspondantes en coordonnées log.log sont re-
présentées figure 50. Compte tenu du nombre de points (N = 16), 1l'ajustement

est significatif avec un risque inférieur a 1%, puisque les valeurs de t

t = U J— vn - 2
v 1 - 1r2

calculées dans les 3 cas, sont toujours supérieures a 4,14 valeur théorique

donnée par la table de t pour 14 degrés de liberté.

I1 faut néanmoins émettre quelques réserves : si l'accumulation
du cadmium dans les chlorelles semble suivre avec le temps une fonction puis-
sance cette relation ne présente pas un caractére absolu. La variabiliteé
biologique fait qu'un processus physiologique en relation avec un facteur de
l%environnement ne pourra suivre strictement une fonction mathématique, mais

ne pourra que s'en approcher.
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De plus, la notion de concentration peut &tre critiquable dans
le cas de ces cultures, car dahs le temps, non seulement le cadmium peut
varier, mais aussi la masse algale. C'est pourquoi, l'expression en quantité
de 1l'accumulation du cadmium peut présenter quelque avantage ; la culture se
développe en effet & partir de quelques cellules initiales, et c'est la popu-
lation algale dans son ensemble qui est concernée. Ainsi, si nous prenons en
compte les quantitéé totales de cadmium dans les cultures, aux différents
jours, nous constatons que celles-ci semblent constantes. Il faut tenir compte
des erreurs cumulables de la pesée, du dosage, et de la variabilité biologi-
que qui peuvent expliquer les variations trés aléatoires obtenues. C'est pour-
quoi on ne peut mettre en évidence en fonction du temps ni une augmentation

ni une diminution du cadmium dans les populations algales, d'od vraisembla-

blement une certaine constance.

Nous avons alors fait la moyenne sur les 16 données obtenues
et nous 1'avons comparée aux quantités de cadmium se trouvant initialement
dans le milieu (tableau XXVIII). Rappelons que le milieu témoin a été estimé
en moyenne & 1,13 ug Cd/1. On constate alors que le rendement d'accumulation
du cadmium est maximum pour les témoins (96%), tandis que, a 10 ou a 50 ug/1,

il semble é&quivalent et égal & 65%.

concen- |cd apporté par |moyenne de Cd rendement
tration milieu (ng) retrouvé dans d'accumulation
de Cd volume da cul- {culture totale (%)

ug/1 ture = 50 ml (ng)

1,13 45 43,5 96
(=témoin)

10 500 325 65

50 2500 1628 65

Tableau XXVIII : Bilan de 1'accumulation du cadmium sur

Cheonella vulgarnis
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Le dosage du cadmium dans les filtrats, aprés passage des cul-
tures au travers de membranes Millipore 0,45 u, aurait permis de préciser
la relation existant entre le cadmium présent dans les algues et dans le mi-
lieu en fonction du temps. La variébilité des résultats ne permet pas de met-
tre clairement en &vidence un tel phénoméne vu sa faible importance. Méme
au deld du 10éme jour, on ne peut pas conclure que le cadmium se relibére
dans le milieu quand la culture vieillit, comme les courbes en fonction des
concentrations dans les algues semblaient l'indiquer. En effet, pour les es-
sais & 10 ug/l, la concentration maximale de cadmium retrouvée dans les £fil-

trats est de 1,75 ug/l, et pour 50 ug/l, elle est de 8 ug/1.

En conclusion, on peut dire que c'est surtout une jeune popula-
tion algale de Chlorella vulgaris qui a une grande capacité & accumuler le
cadmium. En d'autres termes, les meilleurs potentialités de fixation du cad-
mium par les cellules sont exploitées dés les premiéres heures de croissance
de la population ; puis ensuite, la quantité de cadmium fixée n'augmente plus
proportionnellement & la biomasse. La fine membrane des jeunes cellules doit
vraisemblablement favoriser la pénétration du métal, tandis que l'épaisseur |
et la rigidité de la membrane des cellules plus dgées limitent, si ce n'est

inhibent, ce phénoméne d'absorption (LEFEVRE, 1942).

En outre, les concentrations de cadmium utilisées (10 et 50 ug
ne sont pas suffisamment élevées pour que l'inhibition en résultant diminue
notablement 1'accumulation du cadmium dans les algues. Selon MAC LEAN et
WILLIAMSON (1977), l'entrée du cadmium dans les algues, résulterait de pro-
cessus physiologiques, du type anabolisme, et non de processus physiques, te
un gradient de pH du & la photosynthése. En effet, ces auteurs ont montré
que la lumiére était indispensable a 1'accumulation non négligeable du cadmi
dans les algues, et que l'utilisation d'inhibiteur de la synthése protéiqu
(cycloheximide) stoppait 1'accumulation du métal. L'entrée du cadmium dans
les cellules semble donc bien &tre un mécanisme actif. Sur l'algue rouge
Posphyra umbilicalis, il’s ont également mis en évidence une augmentation 1li

néaire, dans les quelgues dizaines d'heures suivant le début de l'intoxica-

tion. Mais ces résultats sont obtenus par l'intermédiaire du cadmium radioac

109
tif, cd, et nous pensons que, sans cette technique il est difficile d'ap
précier avec justesse l'entrée du cadmium au début de la croissance d'une

population algale, au moment ou le phénoméne semble le plus important.
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Une autre possibilité permettant de connaitre les variations
dans le temps de l'accumulation du cadmium dans les algues, serait 1'utili-
sation de cultures en continu, pour lesquelles la notion de concentration
ne serait plus critiquable. Mais nous ﬁ'avons pu aborder la mise en place

de ce type de culture dans le cadre de cette étude.

C'est pourquoi, dans le cas de cultures en masse, on ne peut
estimer la relation entre la concentration en cadmium retrouvée dans les
algues et celle dans le milieu, que pour des populations au méme stade de

développement.
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CHAPITRE Il : ETUDES DE TOXICITE DU CADMIUM SUR LES DAPHNIES

De nombreux auteurs ont utilisé la daphnie (Daphnia
magna Straus) pour des études de toxicité comparative ou non (NAUMANN, 193
e ANDERSON, 1944, 1945, 1946, 1948 - FREEMANN et FOWLER, 1953 - DAVIDOW et
SABATINO, 1954 - PFAFF, 1955 - BOYD, 1957 - LAGERSPETZ, 1958 - BRINGMANN
et KOHN, 1959, 1977 - HUBSCHMANN et ENGEL, 1965 - CROSBY et TUCKER, 1966 -
MAIACEA, 1966 - SANDERS et COPE, 1966 - FREAR et BOYD, 1967 - APOSTOL et
VASSILIU, 1968 - BIESINGER et CHRISTENSEN, 1972 - LUNDHAL, 1973). Ils ont
ainsi pu mettre en évidence les effets toxiques d'eaux, d'effluents et de
produits les plus divers. Parmi ceux- ci on peut citer plus particuliéremer

les sels de métaux lourds et les pesticides.

Plus récemment, une norme expérimentale AFNOR T-903 01
(1974) a permis de standardiser et de normaliser en FRANCE ce type de test

biologique sous le nom de "test-daphnie". Nous avons d'abord cherché a

déterminer la CI. 50-24h du nitrate de cadmium, Cd(NO3)2,4H20 (Merck pour
analyse) selon cette norme. Compte-tenu de la quantité de bicarbonates
(145mg/1) présente dans l'eau de dilution requise pour ce test, et afin
d'éviter la formation d'un précipité de carbonate de cadmium, nous avons
préféré utiliser une solution mére & 1g/1, puis une solution fille & 10mg/]
faites toutes deux dans de l'eau bidistillée. Nous avons ensuite introduit,
4 1'aide d'une micropipette, les quantités de cadmium désirées dans 1l'eau
de dilution riche en bicarbonates. Dans ces conditions, nous avons testé
les concentrations allant de 10 & 130 jug/l et trouvé une CI 50-24h moyenne
de 71,5/ug/l. LUNDHAL (1973) trouve une CI 50-24L de 73/ug/l pour le cadmit
sous forme de sulfate, mais il utilise des daphnies dgées de 0 & 72h et
non des daphnies classées par leur &ge et par leur taille. FOULQUIER et
GRAUBY (1975) mentionnent, pour le chlorure et le sulfate de cadmium, des

CI 50-24h respectives de 210 et 150}pg/1.

Par ailleurs, nous avons réalisé une variante du test

AFNOR en utilisant,non pas l'eau de dilution conseillée, mais 1l'eau de

VOLVIC utilisée pour les élevages. Dans ce cas, la CI 50-24h moyenne ’
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reste voisine de celle déja trouvée (92 ug/1).

Nous avons résumé les résultats obtenus par divers auteurs
pour différents sels de cadmium et des conditions expérimentales différentes
de celles du test AFNOR (tableauXXIX). C'est ainsi que BRINGMANN et KUHN
(1977) trouvent une CI 50-24h égale a 6ogug/l (exprimée en Cd(NO3)2,4H20),
ce qui donne 219lpg/l (exprimée en cadmium), valeurs assez éloignées de

celles précédemment citées.

1. METHODES EXPERIMENTALES UTILISEES

La contamination des daphnies & partir du milieu environ-
nant, organique et/ou dimorganique, est en fait un phénoméne vaste et com-
plexe, que nous avons tenté de saisir & 1'aide de nombreuses expérimenta-
tions ponctuelles en déterminant successivement les effets biologiques,

puis les aspects analytiques de la contamination du nitrate de cadmium.

La premiére é&tape est toujours constituée par 1l'étude
de l'évolution de la teneur en cadmium au niveau du biotope. Différentes

voies de contamination.peuvent ensuite &tre envisagées.

(1) Comporntement du cadmium au niveau du bioZope. I1

convient d'étudier, en premier lieu, le comportement de la substance au
niveau du biotope envisagé. Le critére analytique est dans ce cas utilisé
pour suivre l'évolution de la teneur en cadmium. Il est important de réali-
ser cette étude dans des conditions identiques & celles utilisées pour la
contamination proprement dite : température, photopériode,

récipient, milieu de culture.

(2) Contamination par Le mifieu. Le milieu aquatique

est le premier vecteur auquel on songe pour engendrer une éventuelle conta-

mination des organismes dulgaquicolks. En ce qui concerne les daphnies, la
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AUTEURS

ANDERSON (1948)

BRINGMANN et
KUHN (1972)

BIESINGER et
CHRISTENSEN (1972)

BRINGMANN et
KUHN (1977)

Conditions de £'élevage dont sont issus Les animaux

d'expérience

¢ ELEVAGE individuel de masse de masse de masse
eMILIEU D'ELEVAGE| eau de robinet eau de riviére eau du Lac eau de robinet
HAVEL SUPERIEUR
e NOURRITURE levure Scenedesmus herbe séchée + Chtorella
granulés pour vulgarnis
alevin de truite
Conditions expérimentales des tests
®AGE DES 0-8 h 0-24h 0-24h 0-24h
DAPHNIES
* NOMBRE 10 10 10 10
¢ EAU DE DILUTION | eau du Lac ERIE eau de la ri- eau du Lac eau de robinet
UTILISEE centrifugée viére HAVEL SUPERIEUR déchlorée
¢ DURETE CALCULEE
DE L'EAU(mg/1l 107 215 45 285
CaC03)
¢ VOLUME FINAL DES
TESTS (en ml) 100 10 200 20
¢ TEMPERATURE 25° 23° 20-22°
¢ CONDITIONS DE . s Ly =
LUMINOS ITE photopériode obscurité
16/8
Résultats
¢ CRITERE RETENU immobilité immobilité immobilité immobilité
compléte ou mort
e TEMPS D'EXPOSI-
TTON 64 h 48 h 48 h 24 h
e SEL,L TESTE chlorure chlorure chlorure nitrate
e CI 50()1g/l) 2,6 100 - 600
o CI 50(},1g/1) - - - 50
e CI 100 (/ug/l) - - - 1800
oCL 509ug/1) - - 65 -
++ ++
EXPRIMEE EN cd Cl2 cd cd cd (N03)2,4H20

TABLEAU XXIX : RESUME DES CONCENTRATIONS INHIBITRICES DE CADMIUM VIS-A-

VIS DE LA DAPHNIE, OBTENUES PAR DIFFERENTS AUTEURS., DANS
DIFFERENTES CONDITIONS EXPERIMENTALES.
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contamination peur s'effectuer soit par le milieu, soit par la nourriture,
soit par les deux a la fois. Concernant plus particuliérement la contamina-
tion des daphnies par le milieu, il convient d'apporter quelques précisions :
mis & part les expérimentations 5 court terme, il est exclutde procéder a
des expérimentations plus longues sans assurer aux daphnies une source de
nourriture, qui est dans notre cas des chlorelles. Le fait d'apporter le |
cadmium par le milieu signifie par conséquent que les chlorelles utilisées
dans ce cas sont cultivées sans addition de cadmium. Avant de les fournir
aux daphnies , elles sont centrifugées et lavées. Les milieux de culture
des daphnies sont préparés. Le cadmium est ajouté dans les milieux de
culture immédiatement avant d'y plonger les daphnies expérimentées. Le
cadmium est ainsi fourni & chaque renouvellement du milieu, c'est-a-dire
tous les 7 jours. Néanmoins pendant 7 jours, le cadmium peut emprunter,
dans ce milieu, des voies différentes (adsorption ou absorption par

les chlorelles, interaction avec d'autres particules...).

(3) Contamination panr £a nouwriture. La contamination des

daphnies par la nourriture se réalise par l'intermédiaire de chlorelles
cultivées en présence de cadmium ; de ce fait, elles en accumulent une
certaine quantité. Elles sont ensuite centrifugées, lavées, puis distri-
buées aux daphnies expérimentées dans un milieu de culture n'ayant pas,
quant & lui, subi d'addition de cadmium. Il convient, 13 aussi, de préciser
que le cadmium est apporté par la nourriture a chaque renouvellement de
milieu, mais que durant 7 jours le cadmium peut employer d'autres voies
par suite d'interactions, de désorption ou d'élimination , et par la-méme,

se retrouver libre dans le milieu.

(4) Contamination par fLe milieu et par £a nowvuiture .

Les chlorelles , servant de nourriture, sont dans ce cas préalablement

intoxiquées & la méme concentration de cadmium que celle a laquelle les
daphnies expérimentées vont &tre en contact, par suite de 1'addition de
cadmium dans le milieu d'élevage. Le cadmium est donc apporté & la fois

par les chlorelles et par le milieu.
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(5) Remarques concernant Le maténied bioLogique utilisi.

Nous avons utilisé&, pour nos études de toxicité, des daphnies dgées de 0 a

24 h comme le proposent BRINGMANN et KUHN (1959, 1977).

Pour ce faire, une journée avant chaque expérience, les
élevages sont triés. Les daphnies méres porteuses d'oeufs sont sélection-
nées. Au jour de l'expérience, c'est~a-dire 24 heures plus tard, toutes
les jeunes daphnies récupérées sont dgées de 0 & 24 heures. Celles-ci sont
ensuite placées dans l'eau de VOLVIC pour &tre lavées et débarassées de
tous les détritus avant leur mise en expérience.. Nous avons vérifé que les
jeunes daphnies &dgées de 0 & 24 heures avaient une CI 50-24h avec le
bichromate de potassium compriseentre 0,9 et 1,5mg/l. Ce contrdle de la
sensibilité du matériel biologique a été fait périodiquement selon le pro-

tocole de la norme AFNOR T-90301 (1974).

Par ailleurs, les conditions opératoires sont identiques

4 celles déja mentionnées pour les élevages, a savoir

. Lavage des algues avec du milieu éligo L.C. frais.
. Milieu constitué de milieu oligo L.C. et de VOLVIC a
raison de 4 volumes de milieu oligo L.C. pour 6

volumes de VOLVIC.

6
. Ration alimentaire égale & 1.10 chlorelles par daph-

nie par heure.

. Changement des milieux tous les 7 jours.

La seule modification que nous avons apportée réside
dans le fait que ces expériences sont réalisées avec seulement 500ml de

milieu pour 20 daphnies.

(6) Remarques concernant Le sel utilisé. Les études de

toxicité vis-a-vis des daphnies n'ont porté que sur un sel de cadmium, &
savoir le nitrate de cadmium Cd (NO3)2,4H20 (MERCK pour analyse). Les dily
tions nécessaires pour les expériences sont faites & partir d'une solutior

a 1g/1 (en cadmium) conservée a 4°C en flacon de polyéthyléne.
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2. COMPORTEMENT DU CADMIUM DANS LE BIOTOPE

L'évolution de la concentration de cadmium dans le

biotope a été suivie en absence et en présence de chlorelles.

2.1. En absence de chlorelles

Dans les conditions expérimentales précédemment défi-
nies, la concentration du cadmium a été suivie pendant 7 jours sur 2 séries
de cristallisoirs pour des concentrations allant de 0 & lslpg/l. La durée de
7 jours correspond & l'intervalle de temps séparant deux changements consé-

cutifs de milieu.

Les concentrations moyennes de cadmium retrouvées au
début de l'étude et aprés 1, 2, 5 et 7 jours sont rassemblées sur la fig.51.
On observe qu'il n'y a pratiquement pas de variation en fonction du temps.
Dans le tableau XXX, nous pouvons comparer les concentrations moyennes re-
trouvées aux concentrations introduites calculées en tenant compte de la

concentration apportée par le milieu oligo L.C. (200ml).

concentration de cadmium concentration moyenne de
introduite en Ag/1 cadmium retrouvée en A1g/1l
0,60 0,41
5,60 4,07
10,60 7,14
15,60 10,34

Tableau XXX : Comparaison entre les concentrations de cadmium
‘dans le milieu calculées par les qﬁantités de

métal introduites, et celles obtenues par le dosage.
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Pour les 4 doses envisagées, les concentrations de cad-
mium retrouvées sont toujours inférieures a4 celles introduites. De plus,
les rapports de la concentration retrouvée a la concentration introduite
diminuent lorsque les concentrations de cadmium augmentent de 0 & 15 mg/1.
Ces 2 observations nous ont amenés & envisager 2 hypothéses permettant

d'expliquer cette différence.

- En premier lieu, le cadmium en solution dans le
milieu expérimental se trouve en présence de bicarbonates apportés par l'eau
de VOLVIC (18,6mg dans 300ml). Or, compte-tenu du pH (7,25) et de 1'équilibr
bicarbonates-carbonates, la précipitation de cadmium sous forme de carbonate
de cadmium insoluble n'est pas possible dans nos conditions expérimentales.
En effet, les concentrations trés faibles de cadmium dans le milieu, ainsi
que les faibles concentrations de carbonates donnent un produit de concen-
trations toujours inférieur au produit de solubilité Ks, calculé d'aprés

STUMM et MORGAN (1970).

— En second lieu, certains auteurs (KING et coll.,
1974) estiment préférable d'employer des récipients en polyéthyléne car le
cadmium aurait moins tendance a s'y adsorber que sur les récipients en
verre. Cette derniére possibilité semble l'explication la plus vraisem-
blable de la différence constatée entre la concentration de cadmium in-
troduite et la concentration de cadmium retrouvée. BIESINGER et CHRISTENSEN
(1972) constatent des faits semblables : ils retrouvent en moyenne 23 et
43/pg/l en introduisant respectivement 25 et 50 jug/1 de cadmium. PALLY et
FOULQUIER (1975) retrouvent 26/ug/l en introduisant 30 mug/1 de cadmium.

2.2. En présence de chlorelles

L'évolution de la concentration de cadmium a été sui-
vie sur 2 série de cristallisoirs avec 4 concentrations (0, 5, 10, 15 jg/1)
Le tableau XXXI fournit les concentrations de cadmium introduites (calcu-
lées en tenant compte du milieu oligo L..C.) et les concentrations moyennes

de cadmium retrouvées aux Jg et J7 de 1'expérience.
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Figure 5!: Evolution du cadmium dans le biotope des daphnies
en fonction du temps et des concentrations étudiées.
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concentration de concentration de cadmium retrouvée
cadmium introduite
en/ug/l Jo J7

0,60 0,35 traces

5I60 3'95 2,40

10,60 6,85 4,00

15,60 10,05 6,20

Tableau XXXI : Comparaison entre le cadmium introduit, en tenant

compte du milieu oligo-LC, et le cadmium retrouvé

aJ0 et J.7

On observe une nette diminution de la concentration de
cadmium entre Jgyet J7 (d'environ 40%). Ce fait ne semble pas did & l'actic
des carbonates apportés soit par le CO2 atmosphérique, soit par la respira
tion des algues, mais & la fixation du cadmium par les algues, commeé nous
1'avons étudié au chapitre précédent. Si le pourcentage de fixation n'est
pas aussi élevé dans ce cas (40% au lieu de 65%), c'est sans doute par le

manque d'agitation du milieu.

3. TESTS AIGUS

pans 1'é&tude d'une substance chimique sur une espéce,
il est nécessaire de tester d'abord des concentrations relativement forte
susceptibles de donner des effets a court terme. Cette étude préalable
permet ensuite d'envisager des concentrations plus faibles, responsables
d'effets & plus long terme. Compte-tenu de son aspect préliminaire, nous

n'avons envisagé, dans cette étude, que les voies de contaminations par

le milieu et par la nourriture.
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3.1. Contamination par le milieu

Ces expérimentations réalisées pour des concentrations
de cadmium allant de 20 & 150 qug/l se caractérisent par un point commun
elles ont toutes une durée inférieure 3 28 jours, du fait de la mort trop
rapide des daphnies en expérience. Nous n'envisagerons donc dans cette étude
qgu'un seul critére biologique : la mortalité, ou plutét 1'immobilité, notion
fréquemment utilisée par les auteurs. A partir du nombre de morts observés
chaque jour, nous avons déterminé, par la méthode des vivants et des morts
cumulés, les CI 50-24 , 48, 72 et 96 heures, respectivement égales a 92,
57,5, 40 et 37/ug/l (fig. 52). Pour les deux plus faibles concentrations,

30 et 20'pg/l, le TL 50 (temps 1étal de 50% de la population) est environ
de 162 et 192 heures respectivement. Pour 20 mg/l, la durée totale de
1'expérience est de 20 jours, ce qui correspond au TL 100 (temps létal de
100% de la population) ; malgré tout, on ne constate aucune naissance de
jeunes daphnies. Pour des concentrations égales ou supérieures a 20 jng/1,
les jeunes daphnies mises au départ de 1'expérience n'ont donc aucun pouvoir

de reproduction.

i

l/ L A T T

temps (h)

Figure 52: Evolution des CI du cadmium sur la daphnie en fonction

50
du temps- Test aigu- contamination par le milieu.
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La CI 50-24h cobtenue est ainsi comparable & celles obte-
nues précédemment & l'aide du test AFNOR. Le méme test a été effectué pen-
dant 48 heures pour calculer une CI 50-48h dans les conditions du test
AFNOR. Nous avons trouvé une valeur comprise entre 10 et 20 g/l qui n'est

plus comparable avec la valeur trouvée (57,5 mug/l).

3.2. Contamination par la nourriture

Du fait de la courte durée de ces expérimentations,
seule la mortalité a été considérée. Les algues sont intoxiquées a 500,

1000 et 2000 ug cd/l.

On observe que les chlorelles cultivées a ZOOO'pg/l
provoquent la mort de toutes les daphnies en 3 jours. Pour les concentra-
tions plus faibles, le TL 100 augmente. A partir de ces quelques données,
nous avons tenté de déterminer par la méthode des vivants et des morts
cumulés les CI 50, 24, 48, 72 et 96 heures. On observe ainsi, qu'il faut
des chlorelles cultivées a plus de 2000)pg/l pour atteindre la CI 50-24h ;
les CI S50 -48, 72 et 96 heures correspondent respectivement & des concen-

trations de 1'ordre de 1450, 1050 et 800 Jug/l.

3.3. Discussion

Bien gue sommaires et préalables, ces quelques expé-
rimentations nous permettent de déterminer les domaines de concentrations
intéressants pour 1'étude des effets & long terme. Dans le cas de la con-
tamination par le milieu, il faudra se placer a des concentrations infé-
rieures & ZO/ug/l. Dans le cas de la contamination par la nourriture, il

faudra se placer & des concentrations inférieures a SOO/ug/l.

On observe que pour des temps courts, ne dépassant pas
4 jours, et selon la voie utilisée, les domaines de concentrations toxique

sont fort différents. Ainsi, il est nécessaire de cultiver des chlorelles
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3 des concentrations plus de 20 fois supérieures aux concentrations intro-

duites dans le milieu des daphnies, pour avoir le méme effet.

A cet égard, il nous a semblé intéressant de faire le
rapport des CI 50-48, 72 et 96 heures obtenues dans les 2 conditions étu-

diées (tableau XXXII).

ccntamination parxl contamination par

la nourriture le milieu Rapport
CI 50 48h (enlpg/l) 1450 57,5 25,22
CI 50 72h (en mg/l) 1050 40 26,25
CI 50 96h (ennpg/l) 800 37 21,62

Tableau XXXII : Rapport entre les CI 50 calculées pour les 2 voies de

contamination étudiées

Les rapport obtenus, relatifs aux temps de 48 et 72h
sont du méme ordre de grandeur. Tandis que pour 96h, le rapport est plus
faible, ce qui semble indiquer que plus grande est la durée du test, plus

faible sera la différence entre les effets du milieu seul et ceux dus &

la nourriture intoxiquée.

4. TEST A MOYEN TERME

Cette étude a été réalisée pour les concentrations de
cadmium 5, 10 et 15/ug/l administrées selon 3 conditions différentes, a
savoir par le milieu, par la nourriture etpar les deux a la fois, comme
nous 1'avons déja expliqué. Les concentrations envisagées dans cette étude
permettent des expérimentations d'une durée de 28 jours, ce qui offre la

possibilité d'envisager dans ce cas plusieurs effets biologiques paral-

lélement & l'effet analytique.
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4.1. Contamination par le milieu

. E4fets biofogiques

Les effets biologiques envisagés sont au nombre de trois
la mortalité définie par 1'immobilité, la natalité exprimée par le taux de
reproduction et la croissance déterminée par le poids de matiére séche.

Les résultats complets relatifs aux deux premiers critéres sont donnés dans

le tableau XXXIII et les principaux résultats, auxquels sont ajoutés ceux

concernant le poids de matiére séche, sont rassemblés dans le tableau XXXIV

nous y avons également figuré, pour comparaison, les résultats obtenus pour

les témoins. On constate, tout d'abord, que la mortalité observée aprés
28 jours n'est pas trés gélevée, étant au maximum de 20% pour la plus forte

concentration utilisée. D'une concentration & l'autre, les variations sont

faibles et non significatives, bien que la mortalits augmente légérement

parallélement & la concentration. Ce paramétre ne semble pas étre suffisam-

ment sensible pour des doses aussi faibles.

Par contre, 1l'action des concentrations croissantes de

cadmium sur la natalité semble plus nette. Lorsque la concentration de

cadmium augmente, le taux de reproduction diminue. Le nombre total de

petits produits, le taux de reproduction total par jour et le nombre de

jours de ponte diminuent également. Les variations du taux de reproduction

d'une concentration a l'autre sont relativement importantes : déja pour
5‘Pg/l, on observe une inhibition de 33%, alors gue pour 15/ug/1 celle-ci

est de 60%.

Les poids de matiére sadche obtenus traduisent égal ement

1'action inhibitrice du cadmium sur la croissance. Entre O et SIug/l, la

minution est encore plus grande que précédemment, mais les variations ent

5, 10 et 15}ug/l sont plus faibles. La figure 53 traduit, sur un méme

graphique, les évolutions de ces trois paramétres biologiques pour O, 5,

et 15 Pg/l.




10 15
Temps en Daphnies Petits par | Taux de repro- Daphnies Petits par | Taux de repro-|Daphnies Petits par | Taux de repro-
jours vivantes jour duction /jour vivantes jour duction /jour |vivantes jour duction /jour
J 0 20 20 20
1 20 20 20
2 20 20 20
3 20 20 20
4 20 19 19
5 19 19 19
6 19 19 19
7 19 19 19
8 19 19 19
9 19 19 19
10 19 19 19
11 19 153. 8.05 18 18
12 19 40 2.11 18 47 2.61 18
13 19 41 2.16 18 16 0.89 18 56 3.11
14 19 76 4.00 18 3 0.17 18 15 0.83
15 19 116 6.11 18 10 0.56 18 17 0.94
16 19 3 0.16 18 31 1.72 18 49 2.72
17 19 27 1.42 18 61 3.39 18 3 0.17
18 19 64 3.37 18 36 2.00 18 79 4.39
19 18 100 5.26 18 41 2.28 18 64 3.56
20 18 16 0.89 17 56 3.29 17 8 0.44
21 18 77 4.28 17 112 6.59 17 47 2.76
22 18 188 10.40 17 4 0.24 17 26 5.65
23 18 42 2.33 17 56 3.99 17 17 1.00
24 18 24 1.33 17 25 1.47 16 23 1.35
25 18 86 4.78 17 96 5.65 16 41 2.56
26 18 162 9.00 17 45 2.65 16 32 2.00
27 18 12 0.67 17 119 7.00 16 13 0.81
28 18" 17 0.94 17 57 3.35 16 59 3.69
= - 1244 67.26 - 790 47.15 - 619 35.98

- TABLEAU XXXIII

TRATIONS TESTEES - CONTAMINATION PAR LE MILIEU.

: EVOLUTION DE LA MORTALITE ET DE LA NATALITE DES DAPHNIES PENDANT 28 JOURS AUX TROIS CONCEN

N
—

@]




Concentrations de cadmium en/ug/l 0 5 10 15
Pourcentage de mortalité 5 10 15 20
Nombre total total de petits 1597 1244 790 619
Taux de reproduction total 101,26 67,26 47,15 35,98
Nombre de jours de ponte 18 18 17 16
Taux de reproduction 5,63 3,74 2,77 2,25
Pourcentage d'inhibition du taux

de reproduction par rapport au - 34 51 60
témoin

Poids moyen de matiére séche 560 358 333 321
en ng

Pourcentage de diminution du poids

de matiére séche par rapport au - 36 41 43

témoin
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TABLEAU XXXIV : VALEURS DES DIFFERENTS CRITERES ETUDIES., APRES 28 JOURS D'EXPOSI-
TION EN FONCTION DE LA CONCENTRATION DE CADMIUM INTRODUITE DANS LE
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Figure 53: Evolution de la mortalité, du taux de reproduction
et du poids de mati&re séche sur la daphnie-

Test 3 moyen terme- Contamination du cadmium par le
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. Resultatls analytiques

Aprés 28 jours d'expérimentation, le dosage du cadmium
contenu dans les daphnies est effectué. Le tableau XXXV rassemble ces ré-

sultats, tout en rappellant la valeur obtenue pour les témoins.

Concentration en)ug/l 0 5 10 15

cadmium retrouvé dans
les daphnies (en ng/mg | 3,2 21 24,7 32,7
de matiére séche)

Tableau XXXV : Concentration du cadmium retrouvé dans les
daphnies en ng/mg de matiére séche, aprés 28
jours d'intoxication & 5, 10 et 15/ug/1

introduit dans le milieu.

La quantité de cadmium retrouvée dans les organismes
augmente en fonction de la concentration de cadmium introduite. Cette va-
riation est importante entre O et Sng/l, mais semble linéaire entre 5 et

15 jug/1.

. Conclusions

I1 convient de souligner d'abord que les résultats qui
viennent d'étre présentés sont des moyennes provenant d'un nombre d'expé-
rimentations trop peu nombreuses pour pourvoir satisfaire & un quelconque
traitement statistique, ce qui explique 1'absence de tout calcul d'écart-
type ; toutefois, la variabilité a paru rester dans des limites acceptable
le calcul statistique a, par contre, été réalisé en ce qui concerne les
témoins (voir p 128 et p 132 ) ol le nombre d'expériences était suffi-
sant. Un certain nombre de tendances se dégage pour les différents effets

envisagés.
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Alors que nous avions constaté pour ZOlug/l une morta-
1lité totale aprés 20 jours, l'introduction de 15}pg/l de cadmium dans le
milieu se traduit aprés 28 jours par une assez faible mortalité (20%). Ces
deux faits expérimentaux suggérent qu'il existe, entre 15 et 20 mug/l, une
concentration critique pour laguelle le TL 100 est de 28 jours. D'autres
auteurs situent cette concentration légérement plus bas : FOULQUIER et
GRAUBY (1975) observent qu'un élevage de daphnies (conditions non préci-
sées), contenant 10lpg/l de cadmium dans le milieu, ne survit pas plus de
20 jours. BIESINGER et CHRISTENSEN (1972) notent une CL 50 3 semaines de
5/ug/l (avec du chlorure de cadmium). LU et coll. (1975) ne réussissent
pas a garder vivantes les daphnies introduites dans leur microécosystéme,
méme pour des concentrations de 4/pg/l dans l'eau. Néanmoins, nos résultats
montrent que dés que 1l'on introduit 5}pg/l de cadmium dans le milieu, la
natalité et la croissance sont sévérement affectées. La natalité parait
atre un meilleur reflet de 1l'action du cadmium que la croissance. L'inhi-
bition de 50% du taux de reproduction de situe aux environs de 10}pg/1,
alors que pour BIESINGER et CHRISTENSEN (1972), elle est de O,7lpg/l
(avec du chlorure de cadmium). On constate que les concentrations trouvées
pour ces derniers auteurs sont plus faibles que les ndtres, que ce soit
en ce qui concerne la mortalité ou la natalité. Ces différences peuvent
s'expliquer par les concentrations de cadmium effectivement retrouvées,
et qui sont plus faibles que celles introduites (cf. p211). Elles peuvent
aussi s'expliquer par des conditions expérimentales différentes, comme par

exemple le type de nourriture employée.

Les effets biologiques constatés sont confirmés par les
résultats analytiques. Plus la mortalité augmente, plus le taux de repro-
duction et le poids de matiére séche diminuent, et plus la gquantité de

cadmium retrouvée dans les organismes augmente.

La figure 54 illustre la relation effet analytique/effets
biologiques. Au risque d'erreur de 1%, aucun paramétre biologique n’'est
significativement 1ié aux résultats analytiques, en raison du faible
nombre de degré de liberté. Toutefois, au risque d'erreur de 2%, le taux
de reproduction est corrélé aux résultats analytiques de fagon significa-
tive ; c'est d'ailleurs l'ajustement linéaire qui posséde le meilleur

coefficient de corrélation (r = 0,9R8).
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4.2. Contamination par la nourriture

Le principe de cette étude peut &tre ici briévement
rappelé : les chlorelles sont cultivées en présence de différentes concen-
_trations de cadmium, de ce fait elles en accumulent une certaine quantité ;
elles sont ensuite fournies aux daphnies expérimentées. Le cadmium leur
est donc uniquement apporté par les chlorelles puisqu'il n'y a pas d'autre
addition de cadmium dans le milieu. Dans 1l'exposé des résultats qui va
suivre, nous nous référerons aux concentrations introduites dans les

cultures d'algues.

. Effets biologiques

Le tableau XXXVI rend compte de l'évolution jour par
jour de la mortalité et de la natalité, dont les principaux résultats,
auxquels nous avons ajouté les résultats des témoins et du poids moyen de
matiére séche, sont rassemblés dans le tableau XXXVII. La figure 55 re-
groupe sur un méme graphique 1l'évolution des trois critéres biologiques
en fonction des concentrations de cadmium dans le milieu des algues. La
mortalité est faible, égale au témoin pour 5/u§/1, légérement supérieure
pour les deux autres concentrations. La variation du pourcentage de
mortalité n'en demeure pas moins peu significative par rapport au témoin.
Le taux de reproduction décroit lorsque la concentration de cadmium

augmente, mais il reste malgré tout inférieur & 50%, méme dans les essais

a1s /ug/l.

Le poids de matiére séche décroit également en fonction
des concentrations croissantes de cadmium. Les variations paraissent toute-
fois moins importantes que celles du taux de reproduction, mais confirment

1'action inhibitrice du cadmium sur la croissance des daphnies.

. Resultats analytiques

Les concentrations de cadmium retrouvées dans les
daphnies nourries par des chlorelles intoxiquées pendant 28 jours, sont

données par le tableau XXXVIII, auquel est ajoutée la valeur du témoin



> 10 1% |
1
Temps en Daphnies Petits par |Taux de repro- Daphnies Petits par| Taux de repro-; Daphnies Petits par [Taux de repro-f‘
jours vivantes jour duction/jour _vivantes jour duction/jour vivantes jour duction,/jour
i
|
J o 20 - 20 20 E
1 20 20 20 i
2 20 20 20 :
3 20 20 20 E
4 20 20 20 ;
5 20 20 20 i
6 20 19 20 !
7 20 19 20 ;
8 20 19 20 i
9 20 ‘ 19 20 !
10 20 19 20 i
11 20 33 1.65 19 93 4.89 20 26 L 1.30 ,
12 20 69 3.45 19 36 1.89 20 33 i 1.65 !
13 20 20 1.00 19 6 0.84 20 110 5.50
14 20 67 3.35 18 125 6.58 20 18 0.90
15 20 28 1.40 18 100 5.56 20 5 0.25
16 20 179 8.95 18 33 1.83 20 290 14.50
17 20 153 7.65 18 21 1.17 20 47 2.35
18 20 43 2.15 18 172 9.56 20 -« 12 0.60
19 19 225: 11.25 18 135 7.50 - 20 36 1.80
20 19 70 3.68 18 55 3.06 20 260 13.00
21 19 118 6.21 18 58 3.22 20 0 0
22 19 40 2.11 18 113 6.28 19 59 2.95
23 19 18 0.95 18 63 3.50 19 46 2.42
24 19 237 12.47 18 17 0.94 i8 2 0.11
25 19 132 6.95 17 124 6.89 17 11 0.61
26 19 50 2.63 17 86 5.06 17 43 2.53
27 19 37 1.95 17 73 4.29 17 90 5.29
28 19 45 2.37 17 38 2.24 17 21 | 1.24
: l
p - 1564 80.17 - 1358 75.30 - 1109 | 57.00

TABLEAU XXXVI : EVOLUTION DE LA MORTALITE ET DE LA NATALITE DES DAPHNIES PENDANT 28 JOURS AUX TROIS CONCEN-
TRATIONS TESTEES - CONTAMINATION PAR LA NOURRITURE




Concentrations de cadmium en ug/1 ) 1 5 10 15 %
Pourcentage de mortalité 5 5 15 15
Nombre total de petits 1997 1564 1358 1109 |
Taux de reproduction total 101.26 80.17 75.30 57
Nombre de jours de ponte 18 - 18 18 18

1
Taux de reproduction 5.63 4.45 4.18 3.17
Pourcentage d'inhibition du taux
de reproduction par rapport au = 21 26 44
témoin
Poids moyen de matiére séche
en g ) 560 488 454 423
Pourcentage de diminution du. poids
de matiére séche par rapport au - i3 19 24
témoin

TABLEAU XXXVII1 : VALEURS DES DIFFERENTS CRITERES ETUDIES. APRES 28 JOURS D'EXPO-

SITION, EN FONCTION DE LA CONCENTRATION INTRODUITE DANS LE MILIEU
DE CULTURE ALGAL

‘vee
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pour comparaison.

concentration dans
le milieu algal -0 5 10 15
Sugcd/ 1) :

cadmium retrouvé _
. dans les daphnies 3,2 10,8 15 17,5
(ngCd/mg de matiére
séche)

Tableau XXXVIII : Concentration de cadmium retrouvée dans

lesidaphnies en ng/mg de matiére séché,
aprés 28 jours d'intoxication par la nour-
riture, 4 5, 10 et 15/pg/1 dans le milieu

algal.

On observe une augmentation des concentrations de
cadmium retrouvées entre 0O et 15’ug/l. La variation parait plus impor-
tante entre O et 5)pg/l qu'entre 5 et 15/pg/l, intervalle pour lequel la

relation semble linéaire.

. Conclusions

Comme précédemment, il convient d'apporter certaines
réserves a nos résultats exprimés sous forme de moyennes, sans calcul

d'écart-type, en raison du nombre limité d'expérimentations.

Les critéres biologiques considérés sont différemmenf
affectés. L'inhibition du taux de reproduction est plus forte que la di-
minution du poids moyen de matiére séche, et ces 2 critéres paraissent
nettement plus significatifs que la mortalité qui reste faible. Ces effets

biologiques sont confirmés par les valeurs analytiques obtenues (figure 56)
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Au seuil d'erreur de 1%, seul 1le poids moyen de ma-
tiére séche est significativement 1ié aux résultats analytiques (r =
0,999 ) . Tandis qu'au seuil de 2%, le taux de reproduction l'est égale-

ment.

Par ailleurs, il n'a pas été possible de comparer ces
résultats avec ceux d'autres auteurs, &tant donné la pauvreté de la bi-

bliographie dans ce domaine.

4.3. Contamination par le milieu et par la nourriture

Dans ce cas, les daphnies sont élevées en présence de
cadmium introduit dans le milieu et en présence d'algues préalablement

contaminées.

. Effets biologiques

Les résultats sont rassemblés dans les tableaux XXXIX
et XL. La mortalité n'est plus négligeable et atteint 25% pour 15 ug/l. Les
variations d'une concentration & l'autre paraissent réguliéres bien que
peu significatives, sauf entre O et 5/pg/l. Le taux de reproduction est
fortement affecté dés 5/ug/l. L'évolution parait &tre linéaire entre 5
et 15/pg/l (fig. 57), concentration pour laquelle il est trés faible
(1,68). On observe une inhibition de 50% du taux de reproduction aux

environs de 6 ug/l.

Le poids moyen de matiére séche semble avoir une évolu-
tion comparable a celle des 2 critéres précédents, mais les variations cons
tatées sont plus faibles. Ce n'est qu'a 15‘pg/1 qu'il y a une inhibition

- de 50% du poids de matiére séche.



5 10 15 B
'‘emps en Daphnies Petits par |Taux de repro- Daphnies Petits par| Taux de .repro- Daphnies Petits par |Taux de repro-
ours vivantes jour duction/jour ~vivantes jour duction/jour vivantes jour duction/jour
J O 20 20 20
1 20 20 20
2 20 20 20
3 19 20 20
4 19 20 20
5 19 20 20
6 18 20 20
7 18 20 19
8 18 20 19
9 18 20 19
10 18 20 19
11 18 8 0.44 20 20
12 18 31 1.72 20 8 0.40 19
13 18 21 1.17 20 17 0.85 18 70 3.68
14 18 1 0.06 20 4 0.20 18 1 0.06
15 18 12 0.67 20 22 1.10 18 9 0.50
16 18 152 8.44 19 48 2.40 18 27 1.50
17 18 58 3.22 19 56 2.95 18 9 0.50
18 18 1 0.06 19 1 0.05 18 15 0.83
19 18 137 7.61 19 125 ©6.58 18 62 3.44
20 18 128 7.11 19 7 0.37 18 28 1.56
21 17 115 6.39 19 174 9.16 17 9 0.50
22 17 3 0.18 17 26 1.37 Y 22 1.29
23 17 56 3.29 17 9 0.53 17 70 4.12
24 17 168 39.88 17 43 2.53 17 59 3.47
25 17 27 1.59 17 57 3.35 16 -4 0.24
26 17 o] 0 17 15 0.88 16 17 1.06
27 17 14, 0.82 16 12 0.71 15 50 3.13
28 17 42 2.47 16 93 5.19 15 16 1.07
< - 964 55.12 - 717 38.62 - 468 26.95

TABLEAU XXXIX : EVCLUTIGN DE LA NATALITE ET DE LA MORTALITE DES DAPHNIES PENDANT 28 JOURS AUX CONCENTRA-
TIONS TESTEES - CONTAMINATION PAR LE MILIEU ET PAR LA NOURRITURE
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Concentrations de cadmium en a9/1

0 5 10 15
Pourcentage de mortalité 5 15 20 25
Nombre total de petits 1997 964 717 468
Taux de reproduction total 106.21 55,12 38.62 26.95
Nombre de jours de ponte 18 18 17 16
Taux de reproduction 5.63 3.06 2.27 1.68
Pourcentage d'inhibition du taux ’
de reproduction par rapport au - 46 60 70
témoin
Poids moyen de matiére séche 560 310 296 281
en Ag
Pourcentage de diminution du poids
de matiére séche par rapport au - 45 46 50

témoin

TABLEAU XL : VALEURS DES DIFFERENTS CRITERES ETUDIES. APRES 28 JOURS D'EXPOSITION,
EN FONCTION DE LA CONCENTRATION INTRODUITE DANS LE MILIEU

T0ee
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. Résultats analytiques

Les daphnies soumises & une contamination par le mi-
lieu et par la nourriture contiennent d'autant plus de cadmium que la

concentration de celui-ci augmente dans les milieux (tableau XLI) .

concentration de cadmium 0 5 10 15
en a9/l

concentration de cadmium 3,2 33 37 42,9
retrouvée dans les

daphnies

Tableau XLI : Concentration de cadmium retrouvée dans les
daphnies (en ng/mg de matiére séche) aprés
28 jours d'exposition au cadmium introduit

dans le milieu et via des chlorelles

Il y a une forte augmentation du cadmiun retrouvé

entre 0 et 5 ug/l. L'évolution parait ensuite linéaire entre 5 et 15}pg/l.

. Conclusions

Parmi les trois critéres biologiques envisagés, ceux
qui sont le plus affectés sont dans l'ordre : le taux de reproduction,
le poids moyen de matiére slche, la mortalité. Le premier reste a nouveau
le critére le plus significatif. De plus, une corrélation significative
pour un risque inférieur a 1% existe entre ce critére et les effets

analytiques observés (fig. 58).
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Figure 58: Relation entre effets biologiques et effet analytique, sur la daphnie-
Contamination du cadmium par le milieu et par la nourriture- test a

moyen terme.
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5. DISCUSSION GENERALE

Il faut avant tout remarquer que les différentes
voies dcontaminations étudiées se distinguent uniquement par la maniére
d'apporter le cadmium aux daphnies et que cela ne préjuge pas des
voies de contamination vraiment empruntées : assimilation par ingestion ;
absorption directe du cadmium provenant du milieu ou rejeté par les

chlorelles.

Pour les trois concentrations étudiées, l'étude des
trois voies possibles de contamination des daphnies par le cadmium permet
de mettre en évidence que les effets biologiques et analytlques sont
maximum lorsque le cadmium est apporté par la nourriture et par le
milieu. Le cadmium apporté par le milieu et celui apporté par la nourri-
ture se caractérisent dans 1l'ordre par des effets de moins en moins pro-

noncés (fig. 59).

I1 semble donc y avoir aggravation du risque lorsque
le cadmium est non seulement déja absorbé directement, mais en plus
transmis par la nourriture a condition que celle-ci ait eu la possibilité

d'accumuler le cadmium.

Bien que produisant les plus faibles effets, le
cadmium apporté par les chlorelles a tout de méme un effet significatif qu
s'additionne et aggrave, sans aucun doute, les effets du métal appor té
par le milieu. Cela est particuliérement mis en évidence par les résul-
tats analytiques (fig. 59d) . Néanmoins, il faut remarquer qu'entre les
deux conditions, milieu et nourriture, les quantités mises en présence
ne sont pas les mémes (tableau XLII). Par exemple, pour 5‘pg/l, la quan-
tité de cadmium apportée par le milieu est d'environ 2,8 ug (compte-
tenu du milieu oligo L.C.), tandis que celle apportée par les chlorelles
est plus faible : en fonction d'un pourcentage d'accumulation de 65%, la
quantité de cadmium apportée pour une durée de 7 jours a raison de 1.10
chlorelles par daphnie par jour est au maximum de 0,70 ng, soit environ

4 fois moindre.
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Contamination par le milieu (7 jours)

Contamination par

la nourriture (7.jours)

concentration in-|quantité introduite] concentration in- |quantité introduite via
troduite dans le |dans le milieu en troduite dans le les chlorelles en Mg
milieu (en Aig/1) g (compte-tenu |milieu algal des (compte-tenu du milieu
: dumilieuoligo L.C.)| chlorelles L.c.) '
5 2,725 6,15 0,65
10 5,225 11,15 1,31
15 7,725 16,15 1,97

Tableau XLIT

: Comparaison des concentrations et des quantités introduites pour

2 voies de contamination : le milieu et la nourriture.

Or, si 1'on compare les quantités produisant les mé€mes
effets, on constate,par exemple, pour le taux de reproduction qu'il faut
introduire entre 10 et 15 g/l de cadmium dans le miliéu algal des chlo-
relles pour obtenir le méme effet sur la mortalité qu'avec 5/ug/l de cad-
mium introduit dans le milieu. Cela signifie que lorsqu'on apporte entre
1,30 et 2,00’ug de cadmium par la nourriture, il faut introduire environ

2 fois plus de cadmium (2,7 juig) dans le milieu pour obtenir des effets

identiques.

Le méme calcul n'est pas possible pour le poids sec moyen,
p Y

étant donné que les effets observés ne sont pas comparables d'une série a
1'autre. Toutefois, en calculant par interpolation entre O et 5/ug/l de
cadmium apporté par le milieu (fig. 59b), on constate que pour ce paramétre,
les quantités produisant les mémes effets sur la croissance sont & peu prés

comparables.

Vu sous l'angle analytique, on calcule, en raisonnant par
extrapolation, qu'il faudrait cultiver des chlorelles avec environ 20 ug/1
(soit un apport pour les daphnies de 2,60)pg de cadmium) pour retrouver

une concentration de cadmium dans les daphnies de 21 ng/mg correspondant
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r

2,7 pg de cadmium ajouté dans le milieu.

En définitive on constate, & travers ces calculs choisi
a4 titre d'exemple, que le rapport "quantité de cadmium apporté par la r
riture sur quantité de cadmium apporté par le milieu" varie de 1 & 2 sel
le critére envisagé. I1 semblerait que le cadmium apporté par la nourrit
soit 2 fois plus nocif que le cadmium apporté par le milieu, uniquement e
ce qui concerne les capacités de reproduction de la daphnie. Par contre,
quelle que soit la voie de transfert envisagée, 1l'accumulation du métal
est comparable, compte-tenu des quantités apportées. A cet égard, les
auteurs ne sont pas unanimes sur la part relative de l'eau et de la nour
ture dans l'assimilation des éléments métalliques. RICE (1963) - HOSS
(1964) - BRYAN (1967) - HANNERTZ (1968) - PRESTON et coll. (1972) - YOUNC
(1975) - JERNELOV et coll. (1975) - MERLINI et coll. (1976) - MARTY ét
coll. (1977) observent que 1l'accumulation est plus forte par la nourrit
que par le milieu. Cette notion est partagée par PENTREATH (1973), et
permet d'expliquer les fortes teneurs trouvées dans Certaines espéces pr
levés in situ, alors que les facteurs de concentration calculés expérimg
talement sont toujours faibles (BAUDIN, 1977). Par contre, TOWNSLEY et
coll. (1960) trouvent que l'accumulation se réalise principalement par
absorption directe, opinion partagée par POLIKARPOV (1966)- BERG (1968)
MASHIKO et coll. (1972) - SAWARD et coll. (1975).

Toutefois, il apparailt quelque peu hasardeux de généra
ser, & partir des résultats obtenus lors d'expérimentations, les risque
respectifs dus & la nourriture et au milieu dans l'environnement nature
En effet, l'assimilation d'un élément par une espéce donnée dépend plus
du vecteur alimentaire, de l1l'élément considéré, de la teneur de cet élé
dans le vecteur alimentaire, de l'espéce utilisée (CROSS et coll., 1967
Anonyme, 1971). De méme, BAUDIN (1977) souligne que "l'importance rela
des deux vecteurs de contamination parait délicate & évaluer, car les
conclusions formulées peuvent dépendre trés largement du schéma expé-

rimental suivi et des paramétres étudiés".

En ce qui concerne les différents paramétres biologiqy

étudiés, il s'avére nettement que la mortalité n'est pas trés significdg
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que le poids moyen de matiére séche est peu affecté. Le taux de reproduction
semble &tre le paramétre le plus sensible et se révéle avoir une bonne cor-
rélation avec les résultats analytiques (fig. 60) . En définitive, les con-
centrations croissantes de cadmium entre O et 15‘pg/1 ont peu d'effets létaw
mais ont une action inhibitrice sur la croissance et surtout sur la natalité
de la daphnie. Cette action étant dans 1l'ordre de plus en plus accentué
lorsqu'on apporte le cadmium par la nourriture, par le milieu, par le milieu
et la nourriture. Par contre, a 20/pg/1 de cadmium dans le milieu, la

mortalité est totale aprés 20 jours et on ne constate aucune natalité.
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les daphnies et le taux de reproduction- test & moyen terme.
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CHAPITRE III : ETUDES DE TOXICITE DU CADMIUM SUR LES ABLES

I. MODE OPERATOIRE D'INTOXICATION DES POISSONS

Considéré dans cette étude comme maillon terminal, l'able
de HBECKEL a fait 1l'objet de quelques expérimentations. Celles-ci visent
3 déterminer d'abord un certain nombre de données de toxicité aigué et
ensuite les potentialités cumulatives de cette espéce & partir du milieu

et a partir de la nourriture.

Ces expériences sont réalisées en tests statiques, avec
remplacement des milieux tous les 4 jours. En raison de la faible durée
de ces expériences (8 jours), aucune nourriture n'est ajoutée pendant les

tests.

La contamination par la nourriture se réalise par l'inter-
médiaire de chlorelles intoxiquées, faute de mieux. En effet, l'expérience
paralléle consistant 4 nourrir les ables avec des daphnies intoxiquées
aurait nécessité des élevages de daphnies importants et par conséquent des
cultures de chlorelles ercore plus importantes. Par exemple, pour une
expérience comprenant 5 concentrations de toxique, avec 5 poissons pour
chaque concentration, i1 est nécessaire de concevoir un élevage produisant

5 000 daphnies par jour (!), ce qui nécessite 10 litres de culture d'algues

par jour (!)

La contamination par le milieu et par la nourriture n'a pas

été envisagée dans cette étude.

Les expériences sont réalisées dans les mémes conditions
de température et de lumiére que pour les daphnies. Les poissons sont

acclimatés & 18° C & raison d'une augmentation de 1° C par jour.

Les poissons sont maintenus a4 jeun pendant 72 h avant

chaque expérience. Les conditions expérimentales sont les suivantes :
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5 poissons dans un litre de milieu
- milieu constitué de 3 volumes d'eau de Volvic

pour 2 volumes d'Oligo L.C.

- changement du milieu aprés 4 jours

bullage d'air.

Les poissons sont introduits avec précaution dans les milieux. Un seul sel
de cadmium a été utilisé dans ces conditions. La solution mére de nitrate
de cadmium, Cd(NO3),, 4Hp0 (Merck pour analyse) est a 1 gCd/l1 ; elle est

conservée & 4° C, en flacon de polyéthyléne.

2. RECHERCHE DES SEUILS DE MORTALITE

Aprés les tests préliminaires permettant de déterminer
le niveau de sensibilité de l'able vis-a-vis du cadmium, nous avons fait

plusieurs séries d'expériences allant de 2 a 20 mg/1.

Dans nos conditions opératoires, le cadmium ne provoque
pas de mortalité pour des concentrations inférieures a 2 mg/l. Pour chaque
série, les pourcentages de mortalité sont calculés en fonction du temps,
afin de déterminer le TL50. Par exemple, pour 6 mg/l, le TL50 obtenu est
de 21 h (figure 61). De la méme maniére, nous avons calculé les différents
TL50, correspondant aux autres concentrations. Nous avons ainsi pu construire
la courbe des TL50 en fonction des différentes concentrations testées
(figure 62). Celle-ci permet la détermination graphique des CL50 24~ 48~
96 h, respectivement égales & 5,75- 4,5- 3,9 mg/1.

En test statique, PICKERING et HENDERSON (1966) ont
réalisé de nombreuses expériences avec le chlorure de cadmium en eau douce
et en eau dure sur différentes espéces de poissons. Les résultats sont

exprimés en mg/l de cadmium dans le tableau ci-aprés.
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Type d'eau | Type d'organismes CL30 FLSO - CL30
24 h 48 h 96 h
Douce Pimephales promelas 1.1 1.1 1.1
Douce Pimephales promelas 0.7 0.7 0.6
Dure Pimephales promelas 78.1 72.6 72.6
Dure Pimephales promelas 79.3 79.3 73.5
Douce Lepomis macrochirus 4.6 2.8 1.9
Douce Carassius auratus 3.5 2.6 2.3
Douce Lebistes reticulatus 3.4 2.3 1.3
Douce Lepomis cyanellus 7.8 3.7 2.8
Dure Lepomis cyanellus 88.6 71.3 66.0
TABLEAU XLIII : CLZI0O de cadmium prur 3ifférentes espices Je Tolssons,

Dans ce tableau ot l'eau douce correspond & une dureté
de 20 mg CaCO3/1 et l'eau dure & 360 mg CaCO3/1, on remarque que pour

certains poissons la CL50 ne varie pas en fonction du temps d'exposition.

PICKERING et GAST (1972) trouvent un CL50 96 heures
allant de 30 a 32 mg/l1 sur le méné & grosse téte & 25° C et avec une dureté

d'environ 200 mg Ca CO3/ 1.

Pour des duretés comparables, la truite Arc-en-Ciel est
plus sensible : SCHWEIGER (1957) trouve qu'a 3 mg/l le cadmium est sans
effet, alors qu'd 4 mg/l il est létal pour ce poisson (dureté égale a
265 mg CaCO3/1). Plus récemment VOYER et coll. (1975) ont observé que la
CL50 96 h est comprise entre 1,2 et 2,7 mg/l suivant la concentration en

oxygéne dissous (dureté égale & 58 mg CaCO3/1).

En test dynamique, PICKERING et GAST (1972) observent
que les organismes sont plus sensibles et que les CL50 sont plus faibles.

Cette observation est confirmée par les travaux de BALL (1967).

I1 faut signaler que pour des expositions a court terme,

on enregistre des variations des résultats d'une période a l'autre de 1l'année

Ce phénoméne a été souligné par CASSIDY et LAKE (1975) qui 1l'attribue aux
variations saisonniéres de température (pour des poissons collectés dans

la nature).
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3. RECHERCHE DU POUVOIR CUMULATIF

C'est surtout le critére analytique qui a été retenu
au niveau du poisson. Nous avons envisagé ce critére pour les 2 voies de
contamination étudiées : le milieu et la nourriture par les chlorelles

intoxiquées.

3.1 . Contamination par le milieu

Dans cette expérience, les poissons sont maintenus sans
alimentation dans des milieux contaminés a différentes concentrations de

cadmium, pendant 8 jours :
o-o0,01l -0,05-0,1-0,5-1-3- 5 - 7 mg/1

Nous avons suivi 1'évolution de la teneur en cadmium
dans les organismes entiers, en fonction de la concentration initiale dans
le milieu, et en fonction du temps. Nous avons constaté une certaine morta-
1ité au-dela de 3 mg/l. Ainsi, nous avons différencié les résultats des

dosages des poissons tués aux temps choisis, de ceux des poissons morts.

3.1.1. ACCUMULATION DANS LES POISSONS TUES EN FONCTION DE LA CONCENTRATION

INITIALE DANS LE MILIEU

A partir des moyennes obtenues sur chaque lot de 5
poissons (tableau XLIV), nous avons construit les courbes d'accumulation
correspondantes a J2, J4, J6, J8 ; il y a augmentation du cadmium dans le
poisson en fonction de l1a concentration initiale dans le milieu. La relation
des 2 facteurs est significativement linéaire, au seuil de 1 %, comme en
témoignent les coefficients de corrélation obtenus pour les équations

calculées (fig. 63)

¥y2 = 7,5 x + 0,31 r = 0,993
Y34 = 9,6 x + 0,29 r = 0,993
Yy6 = 10,3 x + 0,68 r = 0,985
Y;g = 17,3 x + 1,00 r = 0,999
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Figure 63: Accumulation du cadmium dans le poisson en
fonction de différentes concentrations de cadmium
dans le milieu, 3 différents temps:

Y3o= 7.5% + 0,31 r=0,993
yJ4= 9,6x + 0,29 r=0,993
Yy6= 10,8x + 0,68 1r=0,985
Y= 17,6x + 1,00 r=0,999
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Entre 0,01 et 3 mg/l, le poisson accumule donc le cadmium
de fagon linéaire ; mais il semble que pour les plus faibles concentrations,
entre O et 50 mg/l, la fonction n'est sans doute plus linéaire ; un tel

phénoméne a déja été remarqué précédemment pour les algues.

temps 48 9% 144 192
mg C4/1
0 0.20 % 0,22 |0,21 0,20 |0,10 ¥ 0,05 | 0,16 % 0,06
0,01 0,85 ¥ 0,45 |0,54 £ 0,27 |0,80 T 0,21 | 1,41 to,35
0,056 |1,14% 0,30 |1,55%0,38 [1,60 to,a8 | 2,44 20,46
0,1 1,74 ¥ 0,72 | 2,48 T 0,85 |2,61 T 0,50 | 3,38 to,67
0,5 300 % 2,15 4,77 21,90 [4,01 T 1,41 | 9,36 2,14
1 577 ¥ a,85 | 7,37 ¥ 2,00 f1,91 % 4,79 |18,40 ts,73
3 23,6 T 8,84 30,06 ¥ 3,50 - 53,99 : 2,09

TABLEAU XLIV : Concentrations moyennes de cadmium retrouvées dans le

poisson (organisme entier) en ng par mg de matiére

sédche - contamination par le milieu.

Nous avons calculé les facteurs de concentration du
cadmium dans le poisson (tableau XLV) et nous constatons qu'ils sont trés
inférieurs & ceux obtenus dans le cas des algues. Ces facteurs varient en
fonction de la concentration initiale de cadmium dans le milieu : ils sont

plus élevés pour les faibles concentrations de cadmium.
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Temps
(cd) (h) 48 96 144 192
mg/1
0 256 186 88 142
0,01 85 54 80 141
0,05 23 31 | 32 49
0,1 17 25 26 34
0,5 8 9 10 19
1 6 7 12 18
3 8 10 - 18

TABLEAU XLV : FACTEURS DE CONCENTRATION DU CADMIUM DANS LE
POISSON ENTIER
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3.1.2. ACCUMULATION DANS LES POISSONS TUES EN FONCTION DU TEMPS

Sur la figure 63, on peut déja constater une augmentation

de la pente des droites d'ajustement entre le deuxidme et le huitiéme jour.

Un autre mode de représentation des résultats du tableau
XLIV (figure 64) permet de montrer également qu'il y a augmentation de la
teneur en cadmium dans le poisson en fonction du temps. Mais, si pour les
faibles concentrations (entre O et 50 pg/1), la variation est faible,

celle-ci est plus importante pour les concentrations plus élevées.

L'augmentation dans le temps de la teneur en cadmium dans

le poisson semble donc d'autant plus grande gue la teneur initiale en cadmium
dans le milieu est grande. De méme les facteurs de concentration (tableau
XLV ) augmentent en fonction du temps. Toutefois pour les témoins et les

essais & 10 mg/l, l'augmentation ne semble pas significative.

I1 ressort de ces résultats que la quantité de cadmium
accumulée dans le poisson augmente dans le temps, compte tenu du fait que
le poids du poisson reste constant ou diminue légérement. Cette augmentation

peut conduire & un niveau tel gu'il peut é&tre 1étal.
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3.1.3. ACCUMULATION DANS LES POISSONS MORTS AU COURS DE L'EXPERIENCE

Le tableau XLVI présente les valeurs des dosages faits sur
des poissons morts au cours de 1'expérience. On remarque que les concentra-
tions sont toutes supérieures & celles précedemment trouvées. A l'aide des
résultats obtenus & 3 mg/l et & 5 mg/l, on peut définir un seuil 1létal,
c'est-a-dire une teneur de cadmium dans 1'organisme au-deld de laquelle

1'individu meurt : dans nos conditions d'expérience, ce seuil se situerait

entre 50 et 60 ng/mg de matiére séche, pour 1l'organisme entier.

Si 1'on fait le bilan, on constate que peu de cadmium est
retrouvé dans les poissons par rapport a la guantité introduite. On a ainsi
calculé les pourcentages de fixation du cadmium par le poisson comme le
rapport de la quantité totale de cadmium retrouvée dans les 5 poissons d'un
méme cristallisoir, & la quantité de cadmium apportée par le milieu. On
constate que ceux-ci sont compris entre 0,15 et 10 %. . Ce résultat

signifie que le poisson retient une faible partie du cadmium introduit.

Temps
(cd) ) 16 19 48
mg/1
3 62 ¥ 32,5
+
5 55,6 + 20,8 115 121,2 ¥ 48,3
+
7 104,8 ¥ 14,9 80,4 ¥ 14,2

TABLEAU XLVI : Cadmium retrouvé dans les poissons morts durant

1'expérience (ng Cd/mg de matiére séche)
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3.2 . Contamination par les chlorelles

La chlorelle et 1l'able ayant une sensibilité au cadmium
voisine, ceci favorise leur association. Les algues sont cultivées en ballons
dans des milieux contaminés jusqu'en fin de croissance exponentielle, avant
d'étre données aux poissons. La quantité de nourriture est estimée par rap-
port aux daphnieé que les poissons auraient mangées: les poissons sont

2 chlorelles par poisson pour 4 jours,

nourris en excés sur la base de 4,8.10
ce qui correspond & environ 250 ml de solution algale lavée. Une partie

aliquote de cette solution est prélevée aux fins de dosage.

Au bout de quatre jours, la moitié des poissons est tuée
et dosée, tandis que l'autre moitié est changée de milieu et alimentée une
deuxiéme fois par la méme quantité d'algues pour étre arrétée au bout de

8 jours.

Le tableau XLVII présente les résultats des dosages effectués
sur les poissons, & différentes concentrations initiales de cadmium dans
le milieu de culture des algues, et aux jours 4 et 8 ; ce sont des moyennes
de plusieurs essais dont le nombre est inférieur a 5, ce qui explique que
les écarts-types ne soient pas calculés. On constate que jusqu'a 10 pg/1
il n'y a pas de différence entre les poissons témoins et les poissons
intoxiqués pour les 2 temps d'exposition. Au delad de 10 yg/l, il y a accu-
mulation de cadmium dans 1l'organisme du poisson ; la concentration de cadmium
retrouvée dans le poisson augmente en fonction du temps, et en fonction de
la concentration introduite dans le milieu algal. Cependant les valeurs
obtenues restent inférieures a celles des expériences précédentes (contami-
nation par le milieu). Il en est de méme pour les pourcentages de fixation
du cadmium calculés & partir des concentrations retrouvées dans les algues.

(Tableau XLVII).
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(cd) dans milieu
"de culture (cd)
, dans algues 96 h 192 h
des: algues /m
: mg/l ng g
(o] 2,8 0,10 0,10
0,01 33 0,10 ’ 0,10
0,1 390 0,83 1,01
0,5 1 684 1,57 3,45
TABLEAU XLVII : Cadmium retrouvé dans le poisson en ng/mg de matiére.

séche. Intoxication par la nourriture.

3.3. Comparaison des deux voies de contamination étudiées

L'examen des tableaux XLIV et XLVII montre que les
concentrations retrouvées dans l'un et 1'autre cas (mis & part O et 10 pg/1)
différent entre elles d'un facteur moyen de 3 (rapport M/N). Le tableau
XLVIII regroupe les concentrations retrouvées, les quantités correspondantes
introduites dans les milieux respectifs, ainsi que les rapports de ces

deux facteurs entre l'une et 1'autre voie de contamination.
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Contamination | Contamination
cd Durée Rapport
mg/1 h par le milieu | par la nour- M/H
riture

Quantité apportée en ug 100 16,70 6
0,1 96h Concentration retrouvée 2,48 0,83 3

en ng/mg

Rapport Q/C 40,3 20,12

Quantité apportée en ug 500 81,60 6,1
0,5 96h Concentration retrouvée 4,77 1,57 3

en ng/mg ‘

Rapport Q/C 104,8 51,97

Quantité apportée en/pg 2x100 2x16,7 6
0,1 192h Concentration retrouvée 3,38 1,01 3,3

en ng/mg

Rapport Q/C 59,17 33,06

Quantité apportée 2x500 2x81,6 6,1
0,5 192h Concentration retrouvée

en ng/mg 9,36 3,45 2,7

Rapport Q/C 106,8 47,3

TABLEAU XLVIII : Comparaison entre le cadmium introduit et le cadmium retrouvé

dans les poissons, selon les deux voies de contamination
(par le milieu et par la nourriture) & différentes durées

d'exposition et pour différentes concentrations.

On constate ainsi qu'a concentration retrouvée égale, il
faut apporter deux fois plus de cadmium par le milieu que par les chlorelles.
Autrement dit, 1l'effet du cadmium apporté par la nourriture est double de

celui apporté par le milieu, pour deux concentrations 3 deux temps différents.

Cette observation se confirme par le calcul des rapports
des quantités introduites (en Pg) ou disponibles aux concentrations retrouvées

(en ng/mg). Plus ce rapport (Q/c) est faible, plus le transfert est efficace.
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Or, l'on constate que les rapports obtenus en ce qui concerne la contamination
par la nourriture, sont en moyenne deux fois plus faibles que ceux obtenus
pour la contamination par le milieu. De plus, le rapport trouvé aprés 96 h
d'exposition pour les poissons nourris avec des chlorelles intoxiquées a

100 pg/1 est le plus faible. Dans ce cas, le transfert est donc le plus

efficace.

Par contre, pour 10 pg/l, le facteur entre les rapports M/N
n'est plus de 2, mais de 1 : les rapports calculés sont respectivement de
0,54/0,10 = 5,4 pour les concentrations retrouvées et de 10,5/2 = 5,1 pour

les quantités apportées.

4. CONCLUSION

La toxicité du cadmium déterminéesur 1l'able de HECKEL, semble
compatible avec les seuils de 16talité trouvés dans la bibliographie. L'able
n'apparait pas trés sensible ; sa CL50 96 h se situe au dela de 1 mg/l,

pour une faible dureté (40 mg CaCo3/1).

Selon certains auteurs, la dureté n'affecterait pas l'entrée
du cadmium dans les tissus (MOUNT et STEPHAN, 1967). On constate, en effet,
que l'accumulation de ce métal dans le poisson n'est pas spectaculaire, mais
qu'elle augmente malgré tout avec 1a concentration initiale dans le milijeu et
avec le temps. De plus, les pourcentages de fixation sont faibles, alors qu'ils
sont calculés & partir de quantités de cadmium retrouvées et non pas a partir
de concentration. La recherche des organes d'accumulation n'a pu étre faite
en raison de la petite taille de l'able. La dissection est rendue ainsi déli-
cate et imprécise pour isoler les organes supposés cibles, comme les branchies,

le foie ou les reins.

Quant & la contamination par la nourriture, elle ne semble
se manifester qu'a des concentrations de cadmium dans 1l'environnement qui ne
sont plus négligeables. Le poisson ne consomme pas la totalité des algues
fournies en excés, ce qui peut expliquer en partie le faible pourcentage de fixa-
tion trouvé. Il en résulte que 1'accumulation du cadmium dans le poisson par
1'intermédiaire de la nourriture se traduit par des concentrations plus faibles

que celles obtenues par le milieu.
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CHAPITRE 1V : MODELE DE CHAINE ALIMENTAIRE PROPOSE

1. METHODOLOGIE

Cette expérimentation a pour but de montrer la maniér
dont trois niveaux trophiques peuvent &tre associés pour mettre en évi-
dence des phénoménes éventuels de bicaccumulation des ions cadmium. La

méthodologie compléte est schématisée dans.la figure 65.

La premiére étape est constituée par la culture des
chlorelles. Ces derniéres ont été réalisées dans les conditions les plus
simples possibles avec du matériel courant de laboratoire. On utilise
ainsi des erlenmeyers de 1 litre contenant 500ml de milieu L.C. enrichi
ou non en Cd sous forme de nitrate. Les milieux sont stérilisés, et
ensemencés dans des conditions stériles. Les flacons de culture sont
placés sous une rampe de GRO-LUX assurant un éclairage moyen de 1400 lux
Ils sont reliés par l'intermédiaire de tubes VERSILIC (8mm de diamétre)
4 des aérateurs (RENA 301) : ces cultures sont ainsi réalisées en milieu
aéré. Malgré ce bullage, une agitation manuelle est nécessaire tous les
jours pour bien maintenir la culture en suspension. Des concentrations
croissantes de nitrate de cadmium dans le milieu, 0, 10, 50, 100 et

250/Mg/1 sont réalisées selon le tableau XLIX.

Concentration de Cd Milieu oligo L.C.| ul de solution de Cd(NO3)2
introduite en ml a 1g/1 en Cd
0 ~ 500 0
10 500 5
50 500 25
100 500 50
250 500 125

Tableau XLIX : Préparation des solutions témoin et intoxiquées des

expérimentations du modéle. .‘
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DUREE MANIPULATIONS PRELEVEMENTS

JO Inoculum des cultures

Agitation manuelle

+

Bullage

JO w==ip-J 10

Réunion des 2 erlenmeyers correspondant

\\\\5 chaque dose/////

Mesure du volume total

Mesure de la concentration algale

lére centrigation de la culture algale e  Surnageant filtré

| et dosé
Lavages de la culture algale (2x) =g Surnageants filtré:
| et dosés
Mesure de la concentration algale e 10 ml de solution
: algale filtré, lav
Distribution des algues tous les 4 jours et dosés

Introduction des janes daphnies

RERR

Daphnies prélevées
et dosées
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Mesure du pH

J30 ===t 734 Introduction du poisson g 10 ml de milieu(J30)
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dosé

L

= 10 ml de milieu(J34)

== Dosage des résidus

Figure 65: Méthodologie détaillée de 1l'expérimentation
sur modéles.
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|

|

Deux erlenmeyers doivent &tre mis en oeuvre pour chaque dosei

afin d'obtenir une quantité suffisante d'algues aprés 20 jours de culture.‘
Passé ce laps de temps, les solutions algales correspondant aux mémes con—‘
centrations sont réunies. Le volume est mesuré. Une partie aliquote (SO,ulﬂ
est prélevée afin de 1'analyser au Compteur COULTER. Cette détermination ‘
permet de connaitre la concentration algale des différents flacons de cul—}
ture soumis aux concentrations croissantes de cadmium avant toute opératior

s [
ultérieure. ‘

Les solutions algales sont ensuite centrifugées (5 minutes
a 4000 tours/minute). Aprés quoi, on recueille une partie aliquote des
surnageants qui, filtrée ', sera analysée afin d'évaluer les quantités
de cadmium restant dans la phase aqueuse aprés 10 jours de culture. Une
opération de lavage des culots s'impose. Elle a pour but d'éliminer le
maximum de cadmium "échangeable", en particulier au niveau des sites
d'adsorption des membranes des chlorelles. Pour ce faire, les deux culots
sont remis en suspension a 1'aide d'un volume connu de milieu oligo L.C.
témoin. On centrifuge & nouveau lessolutions dans des conditions identique
aux précédentes. Cette opération est réalisée deux fois de suite. Sur leg
deux surnageants successivement recueillis, deux parties aliquotes sont
prélevées, filtrées, ensuite mélangées & parts égales, puis analysées. Le
dosage de ces milieux permet de déterminer la quantité de cadmium ainsi
&liminée. En fin d'opération, le volume total du milieu est ramené a 50ml
(réduction d'environ 1/20°. Le milieu se trouve ainsi considérablement
enrichi en chlorelles, tout en éliminant au maximum le cadmium restant en
solution ou adsorbé sur les algues elles-mémes. Le milieu n'aura donc plu

d'influence sur les daphnies par le métal qu'il pourrait contenir.

Les crustacés recevront alors essentiellement le toxique
par la nourriture. Sur les solutions centrifugées et lavées, un comptage
au Compteur COULTER est réalisé de maniére & déterminer la quantité de
solution algale & donner aux daphnies sur la base d'une ration de 1.10
chlorelles par daphnie et par heure, définie par ailleurs. Sur ces mémes
solutions, on effectue encore un prélévement d'un volume connu (10ml) gqu
l'on filtre sur MILLIPORE HAWPO,4§M.Le poids de matiére séche correspon-

dant est mesuré, ce gqui permet la détermination de la biomasse de chaque

culture. Les échantillons peuvent étre ensuite minéralisés et le cadmium

dosé. ‘
i
|
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Toutes ces opérations sont répétées tous les quatre jours
pendant 20 jours. On a donc ainsi 5 séries de culture de chlorelles éche-
lonnées dans le temps et réalisées selon le méme protocole donné par le

tableau XLIX.

Les quantités d'algues ayant 6té déterminées pour 100
daphnies, le tableau L donne la constitution des différents milieux d'ex-

périmentation correspondant aux cing doses mises en oeuvre.

0 10 50 100 250
Solution algale (en ml) X1 X2 : X3 X4 XS
Oligo L.C. (en ml) gsp- 800 800 800 800 800
VOLVIC (en ml) 1200 1200 1200 1200 1200
Quantité totale (en ml) 2000 2000 2000 2000 2000

Tableau L : Constitution des milieux d'expérimentation du modéle

Le rapport oligo L.C./VOLVIC est égal & 2/3 et res-

pecte ainsi les conditions précédemment définies.

Les milieux étant constitués, on Yy introduit, par un rapide
transfert a sec, les daphnies &gées de 0 a4 24 heures provenant d'un éle-
vage florissant. Celles-ci resteront au contact des chlorelles pendant
20 jours. Pendant les 10 premiers jours, les jeunes daphnies mises en ex-
périmentation vont devenir adultes et seront alors aptes a se reproduire.
Dans les 10 derniers jours, les naissances sont comptées chaque jour,
permettant ainsi de connaitre l'évolution du taux de reproduction en
fonction du temps. Pour ce faire, nous avons été ameénés & utiliser un

dispositif simple (fig. 66).
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Les daphnies-filles qui se trouvent dans le compartiment
des daphnies-méres sont comptées tous les jours et placées successivement
dans les compartiments suivants, au nombre de 9, correspondant chacun
aux naissances journaliéres. Ainsi, les méres et les filles d'dge différent
restent toujours au contact du méme milieu. Ce dispositif est schématisé
sur la figure 66. Le bac d'expérimentation est un cristallisoir de 2 litres
(diamétre 190mm, hauteur 100mm). Les compartiments sont des tubes ALTUGLASS
(diamdtre extérieur 40mm, diamétre intérieur 34mm) -coupés & la longueur
de 80 mm et équipés & leur base d'un tamis en nylon de maille 340um, em-
péchant ainsi toutes jeunes daphnies de le franchir. L'homogénéisation du
milieu est réalisée grdce & une hélice de longueur légérement inférieure
au diamétre du cristallisoir et épousant le fond de celui-ci. Cette
hélice, également en ALTUGLASS, est mue par un moteur synchrone CROUZET
a 30tours par minute (réf. 82334 AIG). On évite ainsi la sédimentation
naturelle des chlorelles dans le milieu, assurant par la-méme une répar-

tition homogéne de nourriture pour les daphnies en expérience.

Au bout de 20 jours, un échantillon de daphnies-méres et
de daphnies-filles est prélevé, lavé, séché, pesé en vue du dosage du
cadmium. Dans le méme temps, une partie aliguote du milieu est prélevée
et filtrée afin de connaitre la concentration de cadmium dans la phase
aqueuse. Le dispositif (hélices + compartiments) est ensuite enlevé
aprés avoir compté les daphnies de toutes les classes et les avoir mélangé

dans le cristallisoir.

Le pH du milieu est mesuré et un bullage additionnel
est pratiqué. L'able est alors introduit dans le milieu. Au bout de 4
jours de contact, le poisson, qui a pu se nourrir de toutes les daphnies
et des algues présentes, est alors tué par choc électrique, puis retiré
du milieu. Il est ensuite lavé, séché, pesé et le dosage du cadmium total
qu'il contient est fait. Dans le méme temps, un prélévement de 10ml du
milieu est effectué et dosé. Les résidus comprenant les matiéres fécales e
les algues non consommées sont récupérés et séchés en vue de leurs do-
sages, afin de pouvoir faire le bilan global de toute 1l'expérimentation.

La durée totale de 1l'expérience est ainsi de 34 jours.



261.

2. RESULTATS

I1 nous a paru logique, & chaque niveau trophique, d'étudis
d'abord les effets biologiques du métal et de les rattacher ensuite aux

résultats analytiques obtemis afin de tenter une relation dose-effet.

2.1. Effets biologiques au niveau des chlorelles

Les effets biologiques au niveau des chlorelles peuvent
&tre appréciés de diverses fagons, comme nous l'avons déja montré au

chapitre I.

2.1.1. COMPTAGES CELLULAIRES ‘

Les résultats des comptages réalisés au compteur COULTER
sur les différentes solutions algales sont réunis dans le tableau LI
qui fournit également les moyennes et les écarts-types correspondant a

chaque dose.

Pour une méme concentration, il s'avére qu'il existe une
grande variabilité des résultats entre les différentes séries réaliseées.
Les écarts-types sont anormalement grands. Pour les cing séries réalisées,
il apparait nettement que nous avons deux populations différentes. Une pre
miére population groupe les résultats des séries 1 & 3 et se caractérise
par des comptages cellulaires faibles. Une seconde population comprend les

comptages des deux derniéres séries, qui sont plus forts.

Pour les 2 populations différentes ou pour 1'ensemble desg
résultats, l'analyse de variance (avec 1 facteur contrdlé) a permis de
montrer que les moyennes des résultats pour les diverses concentrations dg
cadmium ne sont pas significativement différentes, pour un risque de 5%.

En fait, dans les conditions expérimentales utilisées, le comptage cellu-

laire ne semble pas &tre un reflet de l'action toxique du cadmium.



Doses s.1 S.2. sS.3 Moyennes S.4 s.5 Moyennes | Moyenneset
écart-types

0 18,8 27,9 30,2 25,6 53,8 51,5 52,6 36,4(+15,4)
10 25,9 26,3 23,1 25,1 60,8 67,5 64,1 40,7(+21,6)
50 28,1 30,4 37,1 31,9 64,9 74,7 69,8 47,0(+21,3)
100 24,0 35,9 30,3 30,1 59,9 67,1 63,5 43,4(t19,0)
250 18,9 24,8 25,3 23,0 43,5 59,7 51,6 34,4(+16,9)

TABLEAU LI : MOYENNES ET ECARFTYPES DES COMPTAGES. AVANT CENTRIFUGATION, DES CULTURES ALGALES

DES 5 SERIES. MISE EN EVIDENCE DE 2 POPULATIONS.

Les nesultats sont exprims en nombre de chfonelles x 1076/me.

"Z¢9¢
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2.1.2. BIOMASSES

La biomasse fait intervenir, non seulement la concentra-
tion, mais aussi le volume de solution algale, ainsi que le poids moyen

d'une chlorelle. Elle s'exprime de la fagon suivante :
B =c.v.p

La prise en compte de ces trois paramétres exige un cer-

tain nombre de remarques quant & leur détermination.

1. ¢ représente la concentration algale mesurée avant cen-
trifugation, telle que nous l'avons envisagée précédemment. Elle s'exprime

en cellules par ml.

2. v représente le volume de solution algale mesuré avant
centrifugation en ml. Le tableau LII fournit les différents volumes obte-
nus. La moyenne générale est d'environ 800ml. Cette diminution de volume
est due & la stérilisation, puis & l'évaporation durant les 10 jours de

culture. La perte totale atteint ainsi 20% du volume de départ.

3. E- représente le poids moyen d'une chlorelle a 1'état
sec. Ce paramétre n'est pas directement mesurable. On le détermine en fil-
trant une quantité déterminée de solution algale, dont on connait par
ailleurs la concentration cellulaire. Aprés séchage a 105°C, on mesure
ensuite le poids d'algues filtrées, qui correspond & un nombre d'individus
connus. On en déduit le poids moyen d'une chlorelle qui s'exprime en pg. L¢g
tableau LIII fournit les différents poids moyens calculés ainsi que les
moyennes et écart-types correspondant & chaque dose. On constate que ce
paramétre varie d'un facteur de 1 & 3 pour une méme concentration. Dans le
cing séries réalisées, il apparaltnettement que nous avons, 13 aussi, deux
populations. Une premiére population regroupe les résultats des séries 1 a
3, et se caractérise par des poids moyens cellulaires forts, tandis qu'une
seconde population, constituée des séries 4 et 5 ont des poids moyens cel-
luiaires plus faibles. L'analyse de variance réalisée sur les moyennes pou
chacune de ces populations n'a pas révélé de différence significative au

seuil de 5%. Il en a été de méme pour les moyennes générales réalisées sur

les 5 séries.




Volume moyen et écart-
type correspondant a

Volume moyen
général et écart-

Poses 5.1 5.2 S.3 5.4 5.5 chaque concentration type

0] 760 810 845 780 840 807 + 37

10 860 830 870 820 760 828 + 43

50 790 820 855 760 705 786 + 57 797 + 67
100 735 790 865 600 680 734 +101
250 780 800 885 870 820 831 + 45

TABLEAU LII : MESURE DES VOLUMES DES 5 SERIES DE CULTURES ALGALES.

Les nésultats sont exprimés en mL.
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Doses S.1 S.2 S.3 Moyennes s.4 S.5 Moyennes ZEZi:fi;p?s:
0 12,17 10,52 10,30 11,00 4,04 4,27 4,15 8,26(+3,82)
10 11,69 11,00 12,61 11,77 3,84 5,87 4,85 9,00(+3,90)
50 9,72 9,81 7,70 9,08 4,16 4,80 4,48 7,24(+2,66)
100 10,53 7,96 9,84 9,44 4,64 4,30 4,47 7,45(+2,88)
250 13,59 11,37 10,62 11,86 4,82 4,42 4,62 8,96(+4,12)
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TABLEAU LIII : RESULTATS DES POIDS MOYENS DE MATIERE SECHE D'UNE CELLULE ALGALE (EN PG)

POUR LES 5 SERIES DE CULTURES ALGALES.




Témoin Série 1 Série 2 Série 3 Série 4 Série 5
Volume de solu-
tion algale 760 810 845 780 840
retrouvé (en ml)
Concentration
algale x107® 18,787 27,920 30,190 53,830 51,485
(en chlorelles/ml)
Poids moyen 12,17 10,52 10, 30 4,04 4,27
cellulaire (en pg) !
Biomasse moyenne 173,76 237,91 262,76 169,63 184,67

(en mg)

Moyenne et écart-
type

205,75 + 42,00

TABLEAU LIV

+ CALCUL DE LA BIOMASSE DES CULTURES ALGALES DES

DIFFERENTES SERIES TEMOINS.

‘99¢



“)Fg ca/i Série 1 Série 2 Série 3 Série 4 Série 5
Volume de solu-
tion algale re- 860 830 870 820 760
trouvé (en ml)
Concentration
algale X 10-6 25,864 26,307 23,110 60,845 67,515
(en chlorelles/
ml)
Poids moyen
cellulaire 11769 11100 12161 3184 5187
(en pg)
Biomasse moyenne 260,02 240,18 253,53 191,59 301,20

(en mg)

Moyenne et
écart-type

249,30+ 39,50

267.

TABLEAU LV

: CALCUL DE LA BIOMASSE DES CULTURES ALGALES DES DIFFERENTES

SERIES INTOXIQUEES A 10 A9 cd/l.




Série 1

Sng'Cd/l Série 2 Série 3 Série 4 Série S
Volume de solu-
tion algale re- 790 820 855 760 705
trouvé (en ml)
Concentration
algale X 10-6 28,124 30,354 37,060 64,885 74,670
{en chlorelles/
ml)
Poids moyen
cellulaire 9,72 9,81 7,70 4,16 4,80
{en pg)
Biomasse moyenne 215,96 244,17 243,98 205,14 252,68

{(en mg)

Moyenne et
écart-type

232,39 + 20,60

TABLEAU LVI

:+ CALCUL DE LA BIOMASSE DES CULTURES ALGALES DES DIFFERENTES

SERIES INTOXIQUEES A 50 mug Cd/1.

‘89



10ng ca/1l Série 1 Série 2 Série 3 Série 4 Série 5

Volume de solu-
tion algale re- 735 790 865 600 680
trouvé (en ml)

Concentration
algale x 10-6 24,019 35,941 30,270 59,875 67,125
(en chlorelles/ :

ml)

Poids moyen A
cellulaire 10,53 7,96 9,84 4,64 4,30
(en pg)

Biomasse moyenne

6,27
(en mg) 185,90 226,01 257,65 166,69 +
Moyenne et 206,50+35,74

écart-type -

TABLEAU LVII : CALCUL DE LA BIOMASSE DES CULTURES ALGALES DES DIFFERENTES
SERIES INTOXIQUEES A 100 ng Cd/1.
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250 pug €d/1 Série 1 Série 2 Série 3 Série 4 Série 5

Volume de solu-

tion algale re- 780 800 885 870 820
trouvé (en ml)

Concentration
algale X 10-6 18,896 24,824 25,265 43,535 59,665
{en chlorelles/
ml)

Poids moyen

cellulaire 13,59 11,37 10,62 4,82 4,42
(en pg)

Biomasse moyenne| 200,30 225,80 237,46 182,56 216,25
(en mg)

Moyenne et

écart-type 212,47+21,56

TABLEAU LVIII ¢ CALCUL DE LA BIOMASSE DES CULTURES ALGALES DES DIFFERENTES SERIES
. INTOXIQUEES A 250 ug Cd/1.

‘oLe
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Les tableaux LIV & LVIII regroupent, pour chaque dose
de cadmium, les trois paramétres utilisés dans le calcul de la biomasse
et donnent les biomasses moyennes (exprimées en mg) des différentes séries

effectudes. Bien qu'elles varient de fagon sensible, les biomasses moyenne

obtenues sont, pour une méme dose, du méme ordre de grandeur. Si on comparﬁ
ce paramétre au paramétre concentration algale précédemment étudié, on
observe que les variations obtenues sont beaucoup plus faibles. Ceci J
s'explique par le fait que les variations des concentrations algales et
des poids moyens sont inversement proportionnels. Autrement dit, une cul-
ture caractérisée par un comptage cellulaire relativement faible, mais un
poids moyen cellulaire élevé & une biomasse sensiblement égale & celle
d'une culture caractérisée par un comptage cellulaire fort et un poids ‘
moyen cellulaire faible. Les deux paramétres ont ainsi des significations

biologiques distinctes, et représentent deux expressions différentes d'une

méme culture.

Par ailleurs, le tableau LIX fournit, pour les 5 doses

croissantes de cadmium, les moyennes et les écarts-types des différentes
biomasses moyennes ainsi calculées. L'analyse de variance a permis de
montrer, au risque 5%, qu'il n'y a aucune différence significative entre

les cing moyennes.

Doses biomasse moyenne et écart-type
0 205,75 E 42,00
10 249,30 + 39,50
50 232,39 A 20,60

100 206,50 t 35,74

250 212,47 f 21,56

Tableau LIX : Biomasses moyennes des cultures algales

aux différentes concentrations de cadmium.
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On note toutefois sur la figure 67 que la biomasse moyenne
obtenue est maximum pour 10 ag/l et minimum pour Olpg/l; les biomasées
moyennes observées pour 250 et 100/pg/1 étant comparables & celles du
témoin. A moins d'envisager un effet favorable des faibles doses de
cadmium (lolpg/l, et a4 moindre degré SO‘pg/l) sur la biomasse par rapport
au témoin (LUCKEY, 1975), il faut bien convenir que la valeur moyenne
obtenue par le témoin semble faible ou que celle obtenue pour la dose de

10 /ug/l semble forte.

Quoigu'il en soit, les variations relatives d'une moyenne
3 1'autre sont faibles, méme si on attendait, vu les résultats précédem-
ment acquis, des variations beaucoup plus significatives en fonction des
doses croissantes de cadmium. Cette différence de réponse s'explique par
des conditions expérimentales différentes. L'analyse des différentes va-
riations enregistrées permet d'avancer le fait que les différentes cul—'
tures d'algues envisagées dans ce cas ne sont pas synchrones. Cette
désynchronisation semble provenir des conditions inégales d'une culture
& 1'autre en ce qui concerne particuliérement 1'éclairage et le bullage.
Nous allons maintenant envisager comment ces conditions de culture peuvent
intervenir sur l'action des doses croissantes de cadmium étudiées d'un

point de vue analytique.

2.2. Résultats analytiques concernant les chlorelles

Dans cette partie, nous allons successivement aborder le
dosage des surnageants de la premiére centrifugation, puis le dosage des
surnageants réunis des deuxiéme et troisiéme centrifugations, que l'on
appellera eaux de lavages, ensuite le dosage des algues elles-mémes, enfin
le bilan global de toute 1'opération . Remarquons également que nous
tiendrons compte, dans tous nos calculs, de la quantité due au milieu

oligo L.C. (1,13 ug/l1 en moyenne) .
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cultures algales des 5 séries (en poids de
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2.2.1. DOSAGE DES SURNAGEANTS DE LA PREMIERE CENTRIFUGATION

Ce dosage a été effectué sur les différentes séries
d'erlenmeyers. Le tableau LX fournit, pour chaque dose, les concentrations
de cadmium retrouvées dans les différentes séries, ainsi que les moyennes

et écart-types correspondants.

Le test de STUDENT-FISCHER a permis de préciser que la
différence entre chacune des moyennes obtenues était hautement signifi-
cative pour un risque inférieur a 1%. La régression linéaire entre la
concentration moyenne de cadmium retrouvée et la concentration de cadmium
introduite a permis de mettre en €vidence un coefficient de corrélation
de 0,998. On peut en conclure que la concentration de cadmium trouvée,
aprés 10 jours de culture, dans la phase aqueuse des milieux de culture,
est proportionnelle a la concentration de cadmium introduite au début,

pour un risque inférieur ao,ls.

Le tableau LXI rappelle les concentrations moyennes de
cadmium trouvées dans les surnageants et fournit les pourcentages moyens
de cadmium trouvés dans les surnageants par rapport au cadmium introduit
{compte-tenu du milieu L.C.) soit en concentration, soit en quantité.

La différence constatée entre les pourcentages exprimés en concentration
(P) et ceux exprimés en quantité (p') provient du fait que 1l'on passe d'un
volume total de 1000ml au début (pour les deux erlenmeyers) & un volume

moyen de 800ml & la fin (voir tableau LII), ce qui fait que P'=0,8 P.

On constate ainsi que la quantité de cadmium restant
dans la phase aqueuse varie entre 23,7% et 32,5% de la quantité de cadmium
introduite, dans les conditions expérimentales utilisées (entre O et

250 )19/1) .

2.2.2. DOSAGE DES EAUX DE LAVAGE

Le dosage des eaux de lavage a été effectué sur des
parties aliquotes des deuxiéme et troisiéme centrifugations filtréespuis

mélangéesa parts égales. Le tableau LXII fournit les résultats obtenus



275.

Concentration de cadmium retrouvée dans les
Doses surnageants des différentes séries Moyennes et écart-types Test de Student-Fischer
des concentrations de cadmium [Comparaison de deux moyennes
Série 1| Série 2 Série 3 Série 4 Série 5
0 0,32 0,12 0,32 0,56 0,36 0,34 (+0,16)
99,9 %
10 4,66 3,62 3,82 3,78 3,30 3,84 (+0,50)
99,9 %
50 16,18 14,36 15,24 15,92 14,15> 15,17(+0,91)
» ) 99 %
100 27,60 26,48 36,96 46,56 47,40 37,00(+9,98)
99,9 %
250 83,40 89,20 120,80 129,00 88,00 102,08 (*21,14)
L

TABLEAU LX

+ RESULTATS DES DOSAGES DE CADMIUM DANS LES SURNAGEANTS DES CULTURES ALGALES
DES 5 SERIES (MOYENNES ET ECART-TYPES).




. . . Pourcentages moyens de cadmium retrouvé dans les
Concentration de cadmium | Moyennes des concentrations surnageants par rapport au cadmium introduit
Doses | effectivement introduite . de cadmium 9 P bp
5 1
au @épart (en pg/l) (en  pg/1) en concentration (P) en quantité (P')
0 1,13 0,34 29,73 24,00

10 11,13 3,84 34,47 28,54
50 51,13 15,17 29,67 23,32
100 101,13 37,00 36,59 26,85
250 251,13 102,08 40,65 33,78

TABLEAU LXI : CALCUL DES POURCENTAGES MOYENS DE CADMIUM RETROUVE DANS LES SURNAGEANTS

PAR RAPPORT AU CADMIUM INTRODUIT (COMPTE-TENU DE LA CONCENTRATION DE
CADMIUM DU MILIEU OLIGO LiCs)

"9LT
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Concentration de cadmium retrouvée
dans les eaux de lavage gug/l)

Moyennes et écart-types

Test de Student-Fisher

D
oses . ’des concentrations de cadmium |Comparaison de deux moyennes
série 1 | Série 2 | série 3 | série 4 | Série 5 (ug/1) successives
0 0,75 0,30 0,55 0,60 0,50 0,54(+0,16)
99,9%
10 1,30 1,10 1,10 1,65 1,70 1,37(+0,29)
95 %
50 2,30 2,85 9,15 10,40 5,35 6,01(+3,66)
90 %
100 7,55 9,50 12,95 33,60 13,65 15,45(+10,45)
90 %
250 14,20 26,30 37,35 65,25 47,40 38,10(+19,59)
TABLEAU LXII : CALCUL DES MOYENNES ET ECART-TYPES DES CONCENTRATIONS DE CADMIUM RETROUVEES

DANS LES EAUX DE LAVAGE.
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pour les différentes séries ainsi que les moyennes et écart-types calcu-
1és. Il faut distinguer le cas des solutions témoins,pour lesquelles le

milieu oligo L.C. utilisé pour rincer les algues se trouve 4 une cencen-
tration moyenne supérieure & la concentration moyenne de cadmium restant
dans la phase aqueuse aprés 10 jours de culture. Ce n'est pas le cas pour

les solutions enrichies en toxique.

Pour ces derniéres, on remarque une grande dispersion
des résultats. Le test de STUDENT-FISCHER a permis de constater que la
différence était significative d'une moyenne & l'autre pour un risque
maximum inférieur a4 10%. Cette variabilité laisse présager que 1'élimina-
tion que 1l'on observe n'est pas un phénoméne physique simple. L'étude de

la dynamique d'élimination du cadmium & partir de chlorelles intoxiquées

mériterait, 4 cet égard, une étude détaillée et plus approfondie.

Un ajustement linéaire a permis de montrer que la con-
centration moyenne de cadmium retrouvée dans les eaux de lavage est bien
proportionnelle & la concentration de cadmium introduite pour un risque

inférieur & 0,1% (r = 0,999).

2.2.3. DOSAGE DU CADMIUM DANS LES ALGUES

Rappelons qu'aprés avoir centrifugé, lavé et compté les
différentes solutions algales, des parties aliquotes de 10ml sont préle-
vées et filtrées sur MILLIPORE HAWP 025 0,45/p, puis séchées a 105°C.

Aprés pesée, les algues sont minéralisées et dosées.

Les résultats des dosages figurent dans le tableau LXIII.
Entre les différentes : séries, une variabilité non négligeable existe
pour une méme dose : les écart-types calculés sont relativement importants
et augmentent en accord avec les moyennes. Le test de STUDENT-FISCHER a
permis de montrer que pour un risque inférieur a 1%, les différences entre

deux moyennes consécutives étaient significativement différentes.
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La figure 68 permet de mettre en évidence gu'en moyenne

la concentration de cadmium retrouvée dans les algues est proportionnelle

4 la concentration de cadmium introduite au début (compte-tenu du milieu|

oligo L.C.) pour un risque inférieur a 1% (r = 0,998). La droite de ré-

gression ainsi tracée permet d'apprécier la bicaccumulation moyenne. Le

facteur de concentration moyen est de 2270. On peut rapprocher ce résul-

tat de celui obtenu pour des cultures de chlorelles placées sur un agita-

teur mécanique, sans bullage, et réalisées dans les erlenmeyers de 50ml
ol le facteur de concentration moyen calculé entre 0 et 250 /g/lest de

3130. Ces deux facteurs de concentration sont du méme ordre de grandeur,

tout en correspondant & des conditions de culture différentes. Toutefois,

1'influence plus précise des conditions de culture (bullage, agitation,

éclairage, quantité de milieu oligo L.C....) sur le calcul des facteurs

de concentration pourrait mériter une étude complémentaire pour la conna%

sance plus approfondie de la réponse physiologique fine de cette espéce. |

En somme, les concentrations de cadmium dans les algues
séchées sont au moins 1500 fois plus fortes que les concentrations de

cadmium dans la phase liquide.

I1 convient de distinguer, d'une part le fait de raison
ner en concentration comme nous venons de le faire, qui conduit & s'ex-
primer en facteur de concentration, et d'autre part le fait de raisonner
en quantité qui permet d'apprécier la quantité de cadmium accumulé par
les algues. Or, le calcul de cette donnée a partir de la concentration
de cadmium trouvée dans les algues (exprimée en ng/mg) ne peut s'obtenin
qu'en faisant intervenir la biomasse moyenne d'une culture donnée. Ce
dernier paramétre a déja été étudié au paragraphe précédent (2.1.2.) et
résumé dans le tableau LX. Le calcul de la quantité moyenne de cadmium
trouvé dans les algues est ainsi possible (tableau LXIV). On peut en
déduire le pourcentage de cadmium accumulé par les chlorelles. Il ap-
parait que celui-ci varie en fonction de la dose. Proche de 80% pour le
témoin, il diminue pour se stabiliser aux environs de 40-50% pour les
trois derniéres doses. Ce pourcentage d'accumulation est plus faible

gue celui trouvé précedemment .dans le chapitre I (65%) ce qui s'expliqu

par les conditions de culture différentes, comme nous 1'avons montré

|

ci-dessus pour les facteurs de concentration.
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Figure 68: Relation entre la concentration de cadmium

retrouvée dans les algues et la concentration

introduite ( y = - 6,85 + 2,27 X , r=0,998 ).




Concentration de cadmium retrouvée dans les algues
Doses (ng/mg) Moyenne d?s concentrations et Test de
S.1 S.2 s.3 s.4 s.5 SeartTiypes STUDENT-FISCHER
0 4,60 1,70 2,30 7,20 6,60 4,50 + 2,48
99 %
10 20,90 16,95 25,15 51,15 39,70 30,75 +14,27
99 %
50 120,10 55,80 88,10 109,00 89,05 92,40 +24,55
99 %
100 250,90 146,80 184,50 286,00 182,00 210,05 +56,74
99 %
250 623,85 460,75 452,40 843,45 470,10 570,10 +168,39

TABLEAU LXIII : CALCUL DES MOYENNES ET ECART-TYPES DES CONCENTRATIONS DE CADMIUM RETROUVEES

DANS LES ALGUES.
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concentration moyen-| biomasse moyenne

guantité moyenne

quantité introduite

pourcentage moyen

doses ne dans les algues calculée (mg) dans les algues gug) de cadmium retrouvé
(ng/mqg) (ug) dans les algues
-0 4,50 205,75 0,92 1,13 81,8 %
10 30,75 249,30 7,67 11,13 68,9
50 92,40 232,40 21,48 51,13 42,0 %
100 210,05 206,55 43,39 101,13 42,9 %
250 570,10 212,45 121,13 251,13 48,2 %

RAPPORT A LA QUANTITE INTRODUITE.

TABLEAU LXIV : CALCUL DU POURCENTAGE MOYEN DE CADMIUM RETROUVE DANS LES ALGUES PAR

41
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2.2.4. BILAN DES DIFFERENTES DONNEES CONCERNANT LES ALGUES

Ce bilan est effectué & partir des valeurs moyennes
calculées précedemment, & savoir le cadmium trouvé dans la phase aqueuse
le cadmium €liminé par lavage et enfin le cadmium accumulé par les algue
Toutefois, certaines de ces données ayant été exprimées en concentration
nous les avons transformées en quantité. L'addition de ces 3 valeurs pou!
chaque dose permet de faire le bilan, connaissant les quantités de cad- |
mium introduites (tableau LXV). On constate que ce bilan n'est pas stric
tement le mé&me dans chaque cas. En ce qui concerne le témoin et la doseJ
10 iig/1,les bilans semblent corrects et & peu prés comparables, bien que
dans le cas du témoin, on retrouve un peu plus de cadmium que l'on en a

introduit ; il faut souligner que les quantités mises en jeu sont alors

trés faibles et que les erreurs de mesure expliquent facilement ce para-

doxe. Pour les autres doses, le pourcentage de cadmium perdu est en
moyenne de 25%. Il semble toutefois acceptable, étant donné le nombre
important de manipulations qui conduisent & ces chiffres ayant chacun

leur domaine d'erreur propre.

2.2.5. APPORT DE CADMIUM PAR LES ALGUES AUX DIFFERENTS LOTS DE DAPHNIES

Le cadmium est apporté essentiellement par les algues
intoxiquées. Le tableau LXVI fournit les différentes quantités apportées
au cours des cing inoculums (Sl’ 82, S3, S4, SS) périodiquement effectud
pour chaque dose de cadmium. Ce calcul tient compte du volume de soluti
algale introduit, lui-méme fonction du comptage cellulaire effectué

aprés centrifugation, et de la concentration de cadmium trouvé dans les

algues (voir tableau LXIII).

Le milieu L.C. introduit contient également une part r
négligeable de cadmium. Compte-tenu de la constitution du milieu initig

et des différents inoculums effectués, la quantité moyenne de cadmium

ainsi apportée est de 0,9)pg. Le tableau LXVII groupe les quantités de

métal respectivement apportées par les algues et par le milieu oligo L{




Quantité présente dans Quantité présente dans Quantité présente dans Quantité totale (ug)| Pourcentage de cadmium
Doses
les surnageants gpg) les eaux de lavage (ug) les algues (ug) retrouvé par rapport au
cadmium introduit
0 0,27 - 0,92 1,19 105,7 %
10 3,18 0,27 7,67 11,12 99,9 %
50 11,92 1,20 21,48 34,60 67,7 %
100 27,16 3,09 43,39 73,64 72,8 %
250 84,83 7,62 121,13 213,58 85,0 %

TABLEAU LXV : BILAN DU CADMIUM

MISES EN OEUVRE.

RETROUVE POUR LES DIFFERENTES CONCENTRATIONS DE TOXIQUE

"¥8¢




Volume de solution algale introduit (ml) Quantité de cadmium introduite gpg)

] Total

Doses

S.1 s.2 Ss.3 S.4 S.5 S.1 S.2 S.3 sS.4 s.5

0 36 .0 22,6 19,8 13,0 12,0 0,54 0,17 0,23 0,28 0,27 1,49
10 23,0 23,4 25,6 13,7 12,5 2,35 1,79 3,04 1,89 2,23 11,30
50 23,0 20,5 16,4 10,9 11,5 11,22 5,26 6,52 4,36 4,09 31,45
100 29,0 18,0 19,4 15,6 11,6 25,39 11,25 17,46 12,74 7,51 74,35
250 34,8 25,7 22,8 14,7 11,0 81,44 50,25 46,006 38,84 19,79 236,38

TABLEAU LXVI : CALCUL DES QUANTITES DE CADMIUM INTRODUITES DANS LES MODELES, VIA LES CHLORELLES
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Quantités de cadmium

Quantités de cadmium

Quantités totales

Doses appo;iiizs i;;)les apgii;iei.gfr t:gTilieu de cadmium (pg) Modéles n°
0 1,49 0,9 2,39 i
10 11,30 0,9 12,20 ‘2
50 31,45 0,9 32,35 3
100 74,35 0,9 75,25 4
250 236,38 0,9 237,28 5

TABLEAU LXVII ! CALCUL DES QUANTITES DE CADMIUM APPORTEES DANS CHAQUE MODELE.

‘98¢
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Ces diverses données ne sont pas simplement indicative:
elles vont nous servir de références en ce qui concerne la quantité to-
tale de cadmium fournie aux daphnies, deuxiéme niveau trophique que nou:
allons & présent envisager sous l'angle biologique et sous 1l'angle

analytique.

Signalons que pour des raisons de commodité et de clart
dans l'exposé des résultats, nous parlerons des modéles numérotés de 1

a 5. Ceux-ci correspondent aux cristallisoirs contenant les daphnies

et les algues intoxiquées respectivement de 0 a 250,ug/1.

2.3. Effets biologiques au niveau des daphnies

Pendant 20 jours, les daphnies se nourrissent de
chlorelles intoxiquées. Cette durée minima (préconisée par BIESINGER
et CHRISTENSEN, 1972) permet d'avoir des données au niveau
des daphnies et de leur descendance. Nous considérerons trois paramétre;
biologiques : la natalité, le taux de reproduction et le poids moyen de

matiére seéche.

2.3.1. LA MORTALITE

Ce paramétre a déja fait 1l'objet d'une étude dans la
deuxiéme partie, chapitre II. Nous allons donc, tout de suite, envisage
les résultats obtenus. Ayant introduit au début 100 daphnies dans chaqy
modéle, nous avons compté ensuite dans les différents cas les daphnies
survivantes tous les jours & partir du 11° jour de leur introduction
(tableau LXVIII). On constate que les populations de daphnies des
modéles 1 et 2 présentent une faible mortalité. Par contre, les mor-
talités des populations des modéles 3, 4 et 5 sont supérieures et a pey
prés comparables. Au vu de ces résultats, il semble y avoir un seuil
d'action entre les chlorelles intoxiquées a lolug/l et celles intoxiqué

a 50/pg/l (fig. 69) . Les daphnies nourries avec des chlorelles intoxi-

quées au-dessus d'une dose non déterminée, mais comprise entre 10 et



Nombre initial Pourcentage |
Modéles | de daphnies Nombre de daphnies survivantes final de
J 10 | mortalité
J 21 J 22 J 23 J 24 J 25 J 26 J 27 J 28 J 29 J 30
1 100 96 96 26 96 96 96 96 96 92 88 12
2 100 92 90 920 88 85 82 82 82 82 82 18
3 100 39 31 31 31 29 28 26 26 26 24 76
4 100 31 28 24 24 22 21 20 i9 19 18 82
5 io0 34 29 28 26 26 25 20 18 16 15 85

TABLEAU LXVIII

. EVOLUTION DU NOMBRE DE DAPHNIES SURVIVANTES DANS LES DIFFERENTS MODELES.

POURCENTAGE FINAL DE MORTALITE.

“88¢
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SOlpg/l, ne peuvent pas résister a un tel apport de cadmium. Par ailleurs,
les chlorelles intoxiquées a 50, 100 et 250}pg/l ont & peu prés le méme
résultat. Tout se passe comme si cette nourriture sélectionnait a peu
prés la méme proportion d'individus résistants. Sur la figure 69, il
semble que la CI 50-11 jours se situe aux environs de 29 Aag de cadmium et
la CI 50-20 jours aux environs de 24}pg de cadmium apporté par la

nourriture.

2.3.2. LE TAUX DE REPRODUCTION

Les résultats obtenus sont consignés dans le tableau
LXIX. On constate sur la fig. 70 une forte diminution du taux de repro-
duction des daphnies nourries avec des algues intoxiquées a lolug/l
par rapport au témoin {46% d'inhibition). Quant aux daphnies nourries
avec des algues intoxiquées aux plus fortes doses, les taux de repro-
duction trouvés sont & peu prés équivalents et correspondent & une
inhibition de plus 90%. Comme précédemment, on constate que 1l'évolution
des courbes 3, 4, 5 est & peu prés identique et se distingue trés net-
tement des deux autres courbes. Par contre, entre les courbes 1 et 2,
la différence apparait de fagon beaucoup plus nette que pour le para-
métre précédemment envisagé : le taux de reproduction se confirme étre

un bon reflet de 1l'effet des doses sub-létales de cadmium.

2.3.3. POIDS MOYEN DE MATIERE SECHE

Dans tous les modéles, nous avons prélevé, au jour
30 de 1'expérience, 10 daphnies méres destinées au dosage. En ce qui
concer ne les daphnies filles, seuls les modéles 1 et 2 ont subi un
prélévement quantitativement représentatif des comptages effectués
pendant 10 jours. Nous avons ainsi prélevé 100 daphnies filles, ce qui
n'a pu &re fait dans les trois autres cas, étant donné le nombre

trop faible de daphnies pProduites.



Modéle 1 Modéle 2 Modéle 3 Modéle 4 Moédle 5
Temps |Petits/jour Taux/jour| Petits/jour Taux/jour| Petits/jour Taux/jour Petits/jour| Taux/jour Petits/jour | Taux/jo

T_~7J21 426 4.438 360 3.913 30 0.769 50 1.613 2 0.059
J22 87 0.906 65 0.707 11 0.282 0 0 9 0.265
J23 98 1.010 69 0.767 10 0.323 8 0.286 4 0.138
J24 1800 18.750 604 6.711 33 1.065 3 0.125 1 0.036
J25 422 4_.396 192 2.182 10 0.323 8 0.333 7 0.269
J26 48 0.500 31 0.365 0 0 0 0 5 0.192
J27 64 0.667 40 0.488 0. 0 1 0.048 1 0.040
J28 1044 10.875 564 6.878 0 0 9 0.450 2 0.100
J29 227 2.365 141 1.720 2 0.077 0.053 0 0
J30 67 0.728 19 0.232 0 0 1 0.053 10 0.625
Total 44 .646 23.963 2.839 2.961 1.724

Nbre de

jours de 10 10 10 10 10

ponte

Taux de

repro-— 4.46 2.40 0.28 0.30 0.17

duction

Pourcen-

tage - 46 94 93 96

d'inhi-

bition

291.

TABLEAU LXIX :

DES POURCENTAGES D'INHIBITION.

EVOLUTION DU TAUX DE REPRODUCTION DES DAPHNIES DE CHAQUE MODELE.

MISE EN EVIDENCE
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Figure 70: Courbe des naissances cumulées pour

les différents modéles.



Les résultats (tableau LXX) sont exprimés en poids

moyen de matiére séche d'une daphnie. De plus, le pourcentage des dif-

férents essais par rapport au témoin a été calculé. On observe ainsi

une nette diminution des pourcentages entre les modéles 1 et 5.

modéles n°

Poids de matiére
séche des daph-
nies méres (Lg)

¢ des essais
par rapport
au témoin

Poids de matiére
sécne des daph-
nies filles gug)

% des essais |
par rapgort
au témoin

305

238

96

104

92

1060

78

31

34

30

31

30

100

97

f

Tableau LXX :

filles des différents modéles . Calcul des pourcentages

des essais par rapport au témoin.

Le pourcentage des modéles 3, 4 et 5 sont comparables

Ils se différencient nettement du pourcentage relatif au modéle n°2

Poids de matiére séche des daphnies méres et des daphni

(78%) . Ainsi donc, le poids moyen de matiére séche, tout comme le taux

de reproduction, est un paramétre d'étude intéressant les doses sub-

létales. Nous avons d'ailleurs tenté une corrélation entre ces deux

variables qui s'avére trés satisfaisante (r = 0,988).

Pour les daphnies filles, les résultats obtenus sont

comparables. Compte-tenu du fait que le nombre de naissances diminue

environ de moitié entre
sur les daphnies filles
cet égard, un phénoméne

de développer une telle

pour

vraiment.

de résistance au cadmium.

le modéle 1 et 2 (§2.3.2.), l'action du cadmi
vivantes est peu observée. On peut envisager,
Il serait intéressa
étude sur 1 ou 2 générations supplémentaires

mettre en évidence si un tel phénoméne de résistance existe

|
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2.4. Résultats analytiques concernant les daphnies

les résultats des dosages effectués sur les daphnies
méres et filles prélevées dans chacun des 5 modéles sont récapitulés
dans le tableau LXXI, y ont été ajoutés les résultats des prélévements
effectués au J30 de l'expérience, fournissant la teneur en cadmium

dans le milieu, aprés filtration.

Cadmium dans les Cadmium dans les|Cadmium retrouvé
Modéles daphnies méres daphnies filles |dans le milieu
(ng/mg) {(ng/mg) aprés filtration
(ug/1)

1 1,35 1,75 0,45

2 32,30 38,40 1,00

3 44,70 - 2,40

4 58,10 - 5,45

5 259,85 - 11,00

Tableau LXXI : Résultats des dosages de cadmium effectués dans les

daphnies méres et filles, et dans le milieu aprés

filtration.

La figure 71 permet de se rendre compte de l1l'évolution
du taux de cadmium des daphnies méres en fonction de la quantité intro-
duite. Au risque d'erreur de 1%, la quantité de cadmium retrouvée est
significativement liée, de fagon iinéaire, & la quantité introduite

(r = 0,988).

En ce qui concerne les daphnies filles, leur imprégna-
tion semble légérement supérieure & celle des méres tout en restant

encore comparable.
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A 1'aide de ces résultats, on peut estimer la quantité de
cadmium contenue dans les daphnies méres et les daphnies filles restant
dans les modéles et destinées & servir de nourriture aux poissons
(tableau LXXII). Du fait du faible nombre de daphnies filles retrouvées
dans les modéles 3, 4 et 5, il n'est pas possible de connaitre la quantité

de cadmium apportée par celles-ci. On supposera donc cette quantité né-

gligeable.
Quantité de cadmium Quantité de cadmium
Modéles contenue dans les contenue dans les

daphnies méres res- daphnies filles res-
tantes (ng) tantes (ng)

1 32,60 219,50

2 553,50 221,35

3 60,10 -

4 48,35 -

5 119,50 -

Tableau LXXII : Evaluation des quantités de cadmium correspondant aux

daphnies méres et filles restant dans les modéles au J30.

2.5. Discussion

Aprés 20 jours d'exposition des daphnies et 5 inoculums
répétés de suspension algale, la concentration de cadmium dans la phase
aqueuse est au maximum de 11/ug/1 (tableau LXXI). C'est dire qu'une faible
quantité de cadmium apportée par les chlorelles se retrouve dans la phase
aqueuse. Par exemple, dans le cas du modéle n°5 (chlorelles intoxiquées a
250,ug/1), la quantité totale apportée représente environ 237 mg/l, et la

quantité retrouvée dans la phase aqueuse environ 17}pg/l, soit 7%.

Dans ces conditions, nous avons comparé les résultats

obtenus a 2 autres séries de résultats :
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I
(1) Tout d'abord, nous avons comparé les effets biologiqu
et analytiques qui viennent d'é&tre observés avec ceux obtenus précédemmen

au chapitre II, §4.2. (contamination par la nourriture).

Les concentrations de cadmium dans les daphnies témoi
sont ici plus faibles (1,75 au lieu de 3,20 ng/mg) , de méme gque le taux d
reproduction (4,46 au lieu de 5,63 petits par daphnie par jour) et le poi
de matidre séche (305 au lieu de 560 Ag) . La mortalité augmente légéremen
(12% au lieu de 5%). Ces variations que l'on constate en l'absence de tou

|
toxique, peuvent difficilement s'expliquer par la différence des temps
\

d'exposition (20 jours au lieu de 28 jours), par les inoculums de chlo-
relles effectués de fagon plus rapprochée (5 jours au lieu de 7 jours) ot

par l'agitation continuelle créée par 1l'hélice placée dans le cristallisd

En effet, ces conditions semblent plus favorables qu¢q
défavorables aux daphnies. Par contre, le fait que le milieu, bien que
plus important (2000ml), reste le méme durant 20 jours (alors qu'il étaiJ
changé tous les 7 jours dans les expériences précédentes), peut entraine;

les effets défavorables observés.

Mis & part les témoins, le cas des daphnies contamin
par des chlorelles intoxiquées & lolpg/l peut se comparer d'une expérien
4 l'autre : suivant les critéres considérés, les variations observées so
plus ou moins fortes. La mortalité augmente ici légérement (18% au lieu
de 15%). La diminution du poids moyen de matiére séche par rapport au
témoin est plus forte (22% au lieu de 19%). Le taux de reproduction est
le critére biologique le plus affecté : par rapport au témoin, il diminy
de 46% au lieu de 26%. On observe, pour le critére analytique, une varig
du méme ordre de grandeur, puisqu'il est environ 2 fois plus fort (32,3

au lieu de 17,5 ng/mg) .

Il ressort de ces quelques données que les effets

observés sur les daphnies sont plus importants dans le modéle proposé. ]

calcul montre que les quantités apportées sont différentes : le tableau
LXVII a montré que les 5 inoculums de chlorelles intoxiquées a 10 ug/1
sentaient12,2'pg de cadmium pour les 20 jours d'exposition. Le tableau

LXII (chapitre II) nous avait montré précédemment que la quantité de ca
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mium introduite via les chlorelles était de 1,31 ug pour 7 jours. Sans
négliger la part de ce facteur, il faut aussi signaler que, dans le modéle
proposé, les daphnies sont beaucoup plus exposées : en effet, les chlorelles
intoxiquées et les féces sont continuellement remises en suspénsion. Celles-
ci ont donc davantage de chances d'étre absorbées ou réabsorbées par les

daphnies que précédemment dans les cristallisoirs sans hélice.

Par ailleurs, pour les daphnies contaminées par des
chlorelles intoxiquées & SO'ug/l, les effets biologiques sont importants,
tant au point de vue mortalité que natalité et poids de matiére séche.
Paradoxalement, le cadmium retrouvé dans les daphnies ne semble pas refléter
ces constatations, mais il faut remarquer que méme précédemment dans le
chapitre II & la plus forte concentration correspondant, cette fois, a la
contentamination par le milieu et la nourriture, une telle valeur

(44,7ng/mg) n'avait pas été atteinte.

(2) Parallélement & l'étude sur ces modéles, nous avons
effectué une série d'expériences, dont les conditions sont similaires &
celles effectuées au chapitre II §4.1. (contamination par le milieu). La
seule différence tient dans la durée d'exposition des daphnies qui est de
20 jours (au lieu de 28 jours), et seul le critére analytique a é&té
envisagé. Ce faisant, nous pouvons comparer les concentrations de cadmium
retrouvées aprés contamination par le milieu, et celles retrouvées apreés

contamination dans les modéles (tableau LXXIII).

Les concentrations des daphnies témoins du modéle sont
légérement plus faibles. Par contre, les daphnies nourries avec des chlo-
relles intoxiquées & lolpg/l contiennent environ 2fois plusde métal que les
daphnies en contact avec lolpg/l dans le milieu. Dans ce cas, les quantités
introduites sont a peu prés équivalentes : d'une part, 12,2 pug de cadmium
sont introduits dans le modéle (voir ci-dessus et tableau LXVII), d'autre
part, 5,3 ug de cadmium sont introduits dans le milieu tous les 7 jours

(tableau XLII). Les temps d'exposition étant les mémes, il reste que seuls
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différent la fréquence des inoculums, le changement des milieux et l'agij
tation continuelle. Cette derniére condition semble la plus vraisemblabl«
pour expliquer la différence observée entre les concentrations de cadmiu
retrouvées.

i

D'un autre point de vue, il est intéressant de constater

que les chlorelles doivent &tre cultivées en présence de milieux contena
entre 10 et 50/ug/l de métal, pour induire une mortalité de 50% de la

population de daphnies, que ce soit en 20 jours ou en 28 jours. |

Cadmium retrouvé
Cadmium introduit dans les daphnies
pg/l ng/mg
0 3,2
contamination
5 11,4
par
10 16,7 le
15 23,5 milieu
Cadmium dans mi- Cadmium retrouvé
lieux de chlo- dans les daphnies
relles ug/1l ng/mg
0 1,35
contamination
10 32,30
par
50 44,70 le
100 58,10 modele
250 259,85

Tableau LXXIII : Comparaison entre les résultats analytiques

des daphnies du modéle proposé, et ceux des

daphnies contaminées par le milieu.
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2.6. Effets biologiques au niveau des ables

Les ables n'ont pas semblé affectés pendant leurs séjours
dans les différents modéles. Aprés 4 jours, on constate une disparition
totale des daphnies dans tous les cas ; les algues sont relativement bien
consommées par les poissons dans les modéles 1, 2, 3 : la présence de
nombreuses féces en est un témoignage. Par contre, peu d'algues ont été
consommées par les poissons des modéles 4 et 5. La mesure du pH au 30°
et au 34° jour de l'expérience n'a pas donné lieu a des variations impor-

tantes de ce dernier (compris entre 7,70 et 8,20).

2. 7. Résultats analytiques concernant les ables

Nous allons envisager dans cettepartie ies résultats des
dosages effectués sur les poissons et sur le milieu dans lequel ils ont
vécu. Le tableauLXXIV fournit les concentrations de cadmium retrouvées dans
les poissons ainsi que les rapports des concentrations des différents
essais au témoin. Les résultats des dosages sur les prélévements effectués

au J3; et au J34 de l'expérience sont ajoutés.

, Cadmium dans le milieu
Cadmium dans E aprés filtration g/l
Modéles les poissons f = T P s
(ng/mg) 330 334
1 0,175 - 0,44 0,92
2 0,555 3,17 1,00 1,38
3 0,935 5,34 2,38 3,25
4 0,710 4,06 5,46 5,90
5 0,715 4,09 11,00 11,60
Tableau LXXIV : Résultats des dosages de cadmium effectués dans

les poisons.
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et la guantité de cadmium introduite.
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La figure 72(1) traduit 1l'évolution du taux de cadmium
dans les poissons en fonction de la quantité introduite. L'ajustement d'une
fonction simplen'a pas été bossible. Ces résultats appellent tout de suite

quelgques remarques :

Les concentrations de cadmium retrouvées sont faibles
dans tous les poissons contaminés. Dans le cas du modéle 2, il y a une trés
nette augmentation par rapport au témoin, le maximum est atteint pour le
modéle 3, les poissons des modéles 4 et 5 se caractérisent par des concen-
trations équivalentes et plus faibles que celles du poisson du modéle 3.
La concentration retrouvée dans le poisson 2 s'explique par le nombre im-
portant de daphnies méres et filles consommées (environ 2000). Par contre,
pour les poissons 3, 4 et 5, les daphnies disponibles sont peu nombreuses
(entre 40 et 100). De plus, les daphnies contenues dans les modéles 4 et
5 sont plus riches en cadmium que celles du modéle 3. Il semble donc que
la teneur trouvée dans le poisson 3 ne s'explique pas et gu'il s'agit
vraisemblablement d'un artefact d'expérience. Si l'on ne prend pas en
compte ce résultat , la figure 72(2) traduit alors 1l'évolution du cadmium

dans les poissons.

2.8. Discussion

Compte-tenu des observations que nous venons de faire,
les concentrations de cadmium retrouvées dans les poissons peuvent se com-

parer & celles précédemment trouvées :

(1) Les poissons téméins ont une concentration équiva-

lente & la moyenne précédemment trouvée (0,16 ng/mg) .

(2) Le cas des poissons introduits dans les modéles 2 et
4 peuvent se comparer & celui des poissons contaminés soit par le milieu,
soit par les chlorelles intoxiquées, que nous avons &tudiés précédemment
au chapitre III. Le tableau LXXV permet de comparer les différents résultats

obtenus.
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Contamination par Contamination par Modéle 2
le milieu les chlorelles
(10 jg/1) (10 /ug/l)
12,0
Quantité appor- 10.45 5 (dont 0,77 par
tée  (ug cd) ' daphnies)
Concentration
retrouvée 0,54 0,10 0,555
(ng Cd/mg)
Rapport Q/C 19,4 20 21,6
Contamination par Contamination par Modéle 4
le milieu les chlorelles
(100 /ug/l) (100 ug/1)
antité - 7>
%‘f neE ecgf)’p“ 100,5 16,7 (dont 0,05 par
ée (ng daphnies)
Concentration
retrouvée 2,48 0,83 0,71
(ng Cd/mg)
Rapport Q/C 40,3 20,1 105,6

TABLEAU LXXV : COMPARAISON DES RAPPORTS @/C DES POISSONS INTRODUITS
DANS LES MODELES AVEC LES RESULTATS ANTERIEURS
(CHAPITRE II1).
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® Le poisson du modéle 2 se caractérise par une concentration

(0,555 ng/mg) pratiquement équivalente 3 la concentration moyenne des poissons
placés dans un milieu & 10 mg/1 (0,54 ng/mg) . Les quantités de cadmium in-
troduites dans l'un et l'autre cas sont, de plus, a peu prés identiques ;

ce qui se traduit par des rapports Q/C trés voisins, tels que définis :

quantités apportées en Qg
concentration retrouvée en ng/mg

Q/C =

C'est dire que 1l'efficacité du transfert est & peu prés la

méme. Par ailleurs, on constate une trés nette différence entre les concen-

trations retrouvées dans le poisson n°2 et la concentration moyenne retrouvée
dans les poissons nourris avec des chlorelles intoxiquées & 10‘pg/l (0,555

au lieu de 0,10 ng/mg). La différence observée est vraisemblablement due a

la quantité supérieure de cadmium apportée par les chlorelles (11,33/pg par
rapport & 2/ug), mais aussi & la contribution des daphnies (O,77lpg), dont

la teneur et le nombre ne sont pas négligeables. Cependant, les rapports'

©/C sont voisins, ce qui montre que 1'efficacité du transfert est comparable

dans les trois cas considérés.

® Le poisson du modéle 4 se caractérise par une concentration

de 0,71 ng/mg. Or la concentration moyenne de cadmium retrouvée dans les
poissons nourris uniquement avec des chlorelles intoxiquées est de 0,83ng/mg

(tableau XLVII). La différence observée entre ces deux résultats est faible.

Si l'on compare les quantités apportées de part et d'autre,
on constate que l'on apporte 5 fois plus de cadmium dans le modéle (avec un
_apport, dii aux daphnies, négligeable) pour se retrouver a une concentration
relativement faible dans le poisson 4. Ceci se confirme par un rapport Q/C
trés fort. La mauvaise efficacité du transfert dans le modéle peut s'expli-
quer par le fait que le poisson 4 n'a consommé qu'une faible partie des
chlorelles mises & sa disposition (cf. §2.6) . En outre, 1'état des chlo-
relles intoxiquées dans les deux cas est différent. Pour les expériences pré-
cédentes du chapitre III, les chlorelles utilisées sont des chlorelles en
fin de croissance exponentielle qui ne séjournent que 4 jours dans les
cristallisoirs. Par contre, dans les modéles, les algues séjournent entre 4

et 20 jours suivant les inoculums envisagés.
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Ce fait expérimental pourrait ainsi expliquer pourquoi
le transfert se fait de facon moins efficace dans les modéles. De ce fait
1'apport dii aux chlorelles dans le modéle n°2 est lui aussi minimisé,

ce qui revalorise d'autant l'influence de la quantité de cadmium apportée

par les daphnies dans ce cas (0,77/pg).

® Cette observation est d'ailleurs confirmée par le fait
que le poisson du modéle 5, soumis & un apport de cadmium par les chlorel]
3 fois plus grand (et un apport di aux daphnies, tout aussi négligeable)

ne montre aucune augmentation de concentration.

® En conclusion, il s'avére que le transfert s'effectue d
facon moins efficace dans les modéles lorsque les daphnies sont trop peu
nombreuses pour représenter un apport suffisant. Dans le cas contraire, o

observe dans le poisson une augmentation relativement forte, qui ne s'ex-

plique que par le transfert au poisson du cadmium contenu dans les daphni

En ce qui concerne le cadmium contenu dans la phase
aqueuse, on constate une légére augmentation de sa concentration entre le
jour 30 et le jour 34. Celle-ci peut &tre due & l'évaporation pendant les
4 jours séparant les deux dosages. La mise en suspension des algues et
des résidus par l'activité natatoire des poissons peut également expliqu

cette variation.

2.9. Bilan général

Les cultures de chlorelles ont déja fait 1'objet d'un

bilan dans le paragraphe 2.2.4. Ia quantité de cadmium introduite dans

les modéles a également été calculée. Il faut donc estimer la quantité ¢
cadmium retrouvée dans le milieu et dans les résidus (tableau LXXVI). M
il est nécessaire de tenir compte des quantités de cadmium correspondan,

aux prélévements des daphnies et des poissons, effectués en vue des dos



Volume Concentration Quantité dans ||Poids de matiére Concentration Quantité dans Quantité totale
Modéle restant dans le milieu{ le milieu séche des résidus | dans 1les rési-|les résidus retrouvée
(L) (ug/1) (ng) (mg) dus (ng/mg) (ug) (ag)
1 1,53 0,92 1,41 295,44 4,45 . 1,31 2,72
2 1,55 - 1,38 2,14 390,31 25,38 9,90 12,04
3 1,51 3,25 4,91 250,82 101,42 25,44 30,35
4 1,54 5,90 9,09 343,09 157,64 54,08 63,17
5 1,54 11,60 17,86 365,36 571,35 208,75 226,61

TABLEAU _LXXVI

. CALCUL DES QUANTITES DE CADMIUM RETROUVEES DANS LE MILIEU (APRES FILTRATION)
ET DANS LES RESIDUS.

*90¢
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Quantité dans

Quantité dans

Quantité dans

Quantité totale

Quantité

Modéle milieu et rési-| daphnies poissons retrouvée gug) introduite (ug) Bilan

dus gug) prélevées Sug) prélevés (ug) {(cf. tab. LXVII) (%)
(cf. tab. LXXVI)

1 2,72 - - 2,72 2,39 114

2 12,04 0,19 0,06 12,29 12,20 101

3 30,35 0,04 0,125 30,51 32,35 94

4 63,17 0,06 0,055 63,28 75,25 84

5 226,61 0,24 0,06 226,91 237,28 96

TABLEAU LXXVII !

BILAN DES QUANTITES DE CADMIUM RETROUVEES PAR RAPPORT

AUX QUANTITES INTRODUITES.
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I1 convient de les ajouter pour faire le bilan général de 1'expérimentation

avec les modéles (tableau LXXVII).

On observe alors que, pour les différents modéles, les
pourcentages du cadmium retrouvé par rapport au cadmium introduit sont
voisins de 100%. Le cas du témoin est un cas particulier, compte-tenu des

faibles teneurs de cadmium mises en jeu.

3. DISCUSSION

Le modéle de chaine alimentaire simplifiée qui a été
utilisé a permis d'associer trois niveaux trophiques pour une durée d'ex-—
périence de 34 jours au total. Cette expérimentation qui se veut davantage
prospective que définitive a toutefois permis de mettre en évidence la
bioaccumulation indirecte des deux derniers niveaux trophiques, et cela sur
une période de temps relativement courte. A notre connaissance, aucun
modéle n'a permis jusqu'alors une telle association en présence de cadmium.
Ainéi LU et coll. (1975) constate une disparition compléte des daphnies
avant méme 1'introduction du poisson (la concentration minimum de cadmium
mesurée dans la phase aqueuse étant de 4/pg/1). Toutefois, ces auteurs
retrouvent, suivant les types de sols utilisés, entre 8 et 1340 ng/mg de
cadmium dans les algues, et entre 0,5 et 3,5 ng/mg de cadmium dans les
gambusies ajoutés au 30° jour de l'expérience, et laissés pendant 3 jours

dans le milieu.

Nous obtenons, quant & nous, des concentrations supérieure
pour les algues et des concentrations équivalentes pour les poissons. En
outre, nous avons pu constater une graduation des effets pour les chlorelles
(ol les concentrations retrouvées sont proportionnelles aux concentrations
de cadmium introduites). En ce qui concerne les daphnies, les concentrations
retrouvées vont de 1 a 250ng/mg, cette derniére concentration est loin
d'atre négligeable, mais par rapport a celles retrouvées dans les algues,

de telles concentrations peuvent paraitre dérisoires. En fait, les possi-
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bilités cumulatives de la daphnie vis-&-vis du cadmium sont limitées,
compte-tenu de sa grande sensibilité a ce métal. Il ne peut donc y avoir,
dans ce cas, biomagnification du cadmium au sens ol 1'entendent ISENSEE
et coll. (1973), c'est—é—dire nette augmentation des concentrations d'un
niveau a 1'autre. A fortiori, pour le poisson, le temps d'exposition trop
court, ainsi que les faibles quantités de daphnies consommées ne permettel
pas de mettre nettement en évidence une biomagnification & ce niveau.

A cet égard, MARTY et coll. (1977) contaminent les poissons pendant une
durée de 10 ou 30 jours avec un minimum de 1000daphnies adultes pour mett
en évidence la biomagnification du méthylmercure. Dans ces conditions,
1'utilisation du poisson comme accepteur terminal dans une chaine alimen-
taire simplifiée destinée & mettre en évidence les éventuels phénoménes
de cumulation sur une courte période, ne peut servir qu'a titre indicatif
Ces réserves faites, il n'en demeure pas moins vrai que le cadmium s'accy

mule dans les algues, et qu'il est transféré aux poissons par l'interméﬁ

diaire des daphnies.

Le tableau LXXVIII résume les concentrations de cadmiun
obtenues pour les 3 niveaux trophiques placés dans le modéle proposé. Noy
y avons également ajouté les résultats obtenus pour les expériences des
chapitres précédents, faites avec les mémes temps d'exposition, en intro-

duisant le toxique dans le milieu.




Temps d'exposition

Niveaux trophiques

Type d'expérience

Concentrations introduites (ug/1)

0 10 50 100 250
petits erlenmeyers 3,04 31 120 220 720
10 jours Chloreilles (125 ml)
grands erlenmeyers 4,5 30,8 92,4 210 570
(1000 ml)
cristallisoirs 3,2 16,7 - - -
20 jours Daphnies
modéles 1,35 32,3 44,7 58,1 259,8
cristallisoirs 0,21 0,54 1,55 2,48 -
4 jours Poissons
modéles 0,175 0,555 (0,930) 0,710} 0,715

TABLEAU LXXVIII

: COMPARAISON DE L'EFFET NOURRITURE OBSERVE DANS LE MODELE ET DE L'EFFET

MILIEU OBSERVE DANS LES EXPERIENCES SEPAREES PRECEDEMMENT REALISEES.

Les ndsultats sont exprimés en ng/mg de matiZre séche.

*0tg
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L'étude de la contaminetion des chaines biologiques dans
la nature ou au laboratoire nécessite que soit défini ou reprécisé un certain
nombre de termes. Il en est ainsi de la biocaccumulation qui représente la
capacité d'un organisme a accumuler un composé & partir de son environnement
par tous les moyens possibles. Les possibilités de cumulation & partir du
milieu environnant inorganique et/ou organique nous ont amené & différencier
une bloaccumulation directe, une bioaccumulation indirecte et une bioaccumu-
Lation totale ainsi que les facteurs de transferts correspondants. La
biomagnigication, terme souvent mal employé, indique qu'une substance se
concentre dans les chaines biologiques avec une nette augmentation de concen-
trations d'un niveau trophique & l'autre. La bioparité permet, pour nous,
de caractériser une substance, dont les concentrations retrouvées dans les

différents niveaux trophiques sont - équivalentes.

En fonctlon des données fournies par la littérature et du
but poursu1v1 dans cette étude, 3 savoir la mise au point d'une chafne tro-
phique experlmentale relativement simple, nous avons sélectionné un produc-
teur, un consommateur primaire et un consommateur secondaire. L'association
des 3 espéces choisies (Chlorella vulgaris, Daphnia magna, Leucaspius delfinea-
1us) représente une chaine alimentaire d'eaux stagnantes ou a cours lent,
susceptible de se rencontrer en milieu naturel dans un étang ou dans une
mare. Ce matériel biologique est fréquemment utilisé au laboratoire (tout au
moins en ce qui concerne les deux premiers niveaux). Il est disponible
pendant toute 1l'année, et les méthodes de culture et d'élevage sont relati-

vement simples.

Les principales caractéristiques morphologiques et physio-
logiques des espéces choisies ont été décrites. Ces données sont nécessaires
si 1'on veut tenter une interprétation du mode de pénétration et du chemine-
ment du toxique dans ces organismes. Nous nous sommes attachés & nous rappro-
cher, dans la mesure du possible, des conditions naturelles, en particulier
pourvle mode 4' admlnlstratlon de la nourriture, ainsi que pour les concentraf

tions de cadmium utilisées.
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Les critéres d'étude sont d'ordre biologique et d'ordre
analytique. L'établissement de relations doses-effets, indispensables en

écotoxicologie, est ainsi possible.

Les critéres biologiques significatifs utilisés permette

de suivre l'évolution de chacune des populations. Ils ont été choisis en
fonction de leur fiabilité, de leur reproductibilité et de leur facilité de
mise en oeuvre dans un délai restreint. S'adressant & trois organismes
appartenant 3 trois niveaux trophiques différents, méme la mortalité n'est
pas un critére commun. Facilement déterminée chez l'able, moins facile &
observer chez la daphnie, la mort n'est pas encore un critére bien défini
dans le régne végétal. Nous avons donc choisi des critéres adaptés & chaque

espéce, mais de nature différente.

Le critére analytique est, par contre, commun aux 3 espéq

En effet, dans le désir de rendre homogénes les différents résultats, ceux-

sont exprimés en quantité de cadmium retrouvée par quantité de matiére sécl

Les dosages en milieu biologique font appel & la méthode
de digestion nitrique et c'est la spectrophotométrie d'absorption atomique

sans flamme qui a été pour nous la méthode de choix. Rappelons, a ce stade

que les dosages exigent toujours de grandes précautions afin de ne pas

s'exposer A des problémes de pollution du matériel utilisé.

Il ne faut pas donner la priorité absolue au critére ana
tique dans l'estimation de la toxicité du cadmium, mais le considérer plu
comme un critére de risques. C'est pourquoi nous avons tenté d'établir
diverses relations doses/effets qui seules peuvent permettre d'envisager

avec réalisme les risques encourus.

Nous avons particuliérement développé 1'étude des phéno-
ménes de toxicité et de cumulation concernant les chlorelles, car celles-c
sont, en effet, le point de départ de la chafne, et donc desbiocaccumulatiog

indirectes éventuelles des autres niveaux trophiques.
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(1) L'évolution des populations algales a été principalement
suivie par des critéres externes de croissance. Le dénombfement des individus
par numération optique ou & l'aide d’un compteur COULTER a été comparée a
la simple opacimétrie'du milieu. Il apparait que la mesure au compteur
COULTER, précise et rapide, est aussi la plus riche d'informations puisque
l'on peut apprécier l'histogramme de tailles, et donc indirectement 1'état

de la population concernée.

Par ailleurs, certains critéres biochimiques peuvent
contribuer & l'observation des populations, par exemple l'estimation des
pigments chlorophylliens et le dosage de 1'ATP. Un certain nombre de condi-
tions est A& contrbler pour avoir la meilleure reproductibilité possible :
préparation des milieux, facteurs extérieurs (luminosité, agitation...), na-

ture de 1'inoculum...

L'action du cadmium a été déterminée par le calcul de la
CI 50 (concentration inhibitrice pour 50% de la population), & partir des
courbes de croissance et de leurs variations sous l'effet des diverses con-

centrations de cadmium mises en jeu.

Selon le critdre envisagé, le procédé de calcul et le temps,
la CI 50 présente une grande variabilité et la numération semble &tre le
plus sensible des critéres externes. Elle n'est hélas utilisable que 3-4
jours aprés l'ensemencement. Pendant la phase de croissance exponentielle,
période que nous avons choisie pour l'estimation de l'action du cadmium
sur les chlorelles, les CI 50 obtenues chaque jour sont stables, puis elles

augmentent durant les derniéres phases de développeement.

L'opacimétrie est un critére utilisable trés t&t, mais ne
donne qu'un reflet par défaut de la toxicité. Cependant, la recherche du
point d'inflexion des courbes de croissance, par le calcul de leurs dérivés,
peut mettre en évidence une inhibition du développement due au toxique, &
des concentrations pour lesquéiles elle n'apparalt pas manifestement avec

les autres critéres.
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L'utilisation de l'analyseur C1000 a permis de
le cadmium ralentissait la multiplication cellulaire et que tout
comme 8'il y avait un vieillissement prématuré des populations 4

Parmi les critédres biochimiques, 1l'estimation ¢
en chlorophylles ne nous a pas apporté de meilleurs résultats, et
des difficultés d'extraction ; de plus, cette mesure ne semble QL
l'opacimétrie sane &tre plus enrichissante. Par contre, méme 8'il
que peu étudié dans ce travail, le dosage de 1'ATP nous paraft tx

car 11 est le reflet des cellules vivantes des populations algal¢

Aprés avoir recherché les seuils 4'inhibition d

sance des chlorelles, nous avons voulu estimer, par le critére aﬁ
le pouvoir cumulatif de celles-ci vig-a-vis du cadmium. Nous avon
envisagé le comportement du cadmium dans le milieu et montré que

tration se stabilisait A une valeur légdrement inférieure A celle

Puis nous avons suivi 1l'accumulation du cadmium
chlorelles, et en fonction de la teneur initiale du toxigque dans
eten fonction du temps.

Au 10° jour, il semble y avoir une relation 1in
tive, en coordonnées logarithmiques, entre le cadmium introduit e
retrouvé dans les algues. Le facteur de concentration est alors v
3000. En fonction du temps, il Yy a diminution de la concentration
dans les algues, vraisemblablement selon une fonction puissance. (
il nous a paru plus préférable d'exprimer cette relation en quant:
cadmium retrouvée dans la masse algale de chaque culture. Dans ce
malgré les incertitudes sur la pesée des cultures, nous avons mis
une certaine constance de la quantité de cadmium retrouvée, et ce
premiers jours de culture. Cela nous a conduit & calculer un rendq
d’'accumulation du cadmium par les chlorelles, qui serait, dans not
expérimentales, de 65%. De plus, si ce rendement atteint cette val
dans les premiers jours de culture, c'est que le cadmium pénétre
tiellement dans les jeunes cellules ; puis, la quantité de cadmiun
n'augmente plus, vraisemblablement en raison de 1'épaisseur et de
des cellules plus Agées.

jl6.
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Figure 73: Données de toxicité pour les 3 espéces
considérées- CI50 pour les algues- CISO immobilité

pour les daphnies- CL50 pour les poissons.
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Les effets biologiques et les résultats analytiques obtenus, dans cette
expérimentation, pour les chlorelles et pour les daphnies, montrent une
augmentation proportionnelle aux concentrations et aux quantités de cadmium
introduites. Sur les poissons, les résultats analytiques permettent de con-
clure que le cadmium est transmis au poisson & travers la chaine alimentaire
étudiée. Bien que les concentrations retrouvées soient relativement faibles,

l'effet nourriture obtenu n'est pas négligeable.

La figure 74 permet de comparer les capacités de bioaccu-

" mulation directe de chaque espéce (& partir du cadmium introduit dans le

milieu) et les capacités de biocaccumulation indirecte des daphnies et des
poissons (compte-tenu que l'apport du milieu est considéré comme négligeable)

4 1l'intérieur du modéle.

En ce qui concerne la biocaccumulation directe, la relation
linéaire en coordonnées logarithmiques déja obtenue pour les chlorelles
semble se retrouver pour les daphnies, et & un degré moindre pour les pois-
sons (pour les quelques résultats figurés). Entre la concentration de cadmiur
introduite et la concentration de cadmium retrouvée, la relation semble é&tre
de la forme

y = axb
On constate que les algues et les daphnies semblent cumuler de fagon compara
(pour des temps différents). Par contre, pour les poissons, la bioaccumulati
directe est plus faible, mais le temps d'exposition est nettement plus court
Les résultats présentés sur la figure 74 sont donnés pour des durées de

=

contact correspondant d celles utilisées dans le modéle de chaine proposé.

Les concentrations trouvées dans les daphnies introduites
dans le modéle sont également liées de fagon linéaire aux concentrations in-
troduites (calculées sur la base des quantités de cadmium trouvées dans les
chlorelles). Par contre, les concentrations trouvées dans les poissons tende

vers un plateau, comme les résultats obtenus le laissaient présager.

|
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Figure 74: Concentratj.ons de cadmium retrouvées dans les 3 espéces—

camparaison entre les résultats du modéle et ceux du
milieu.
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La comparaison des deux voies de contamination nous montrent
que les daphnies dans le modéle expérimental proposé sont davantage contami-
nées, et que les concentrations obtenues sont, dans ce cas, comparables &
celles des algues. L'apport du modéle est dans ce cas significatif. Les
poissons introduits dans le modéle choisi montrent une faible contamination
(plus faible que la contamination par le milieu seul). La faiblesse relative
des concentrations ainsi retrouvées tient a la méthodologie employée, au
faible temps d'exposiiion et au comportement alimentaire du poisson. Ces
résultats sont confirmés par le tableau ci-desscus qui fournit les facteurs
de concentration moyens calculés pour chaque espéce entre 0 et 250 jug/1,

soit par biocaccumulation directe, soit par bicaccumulation indirecte.

Chlorelles Daphnies Ables
Milieu 3000 1830 72 ]
Modéle 2200 2680 20
Tableau LXXIX : Comparaison pour les 3 organismes testés des fac-

teurs de concentration correspondant & la conta-
mination par le milieu et a la contamination dans
le modéle.

fc milieu = concentration retrouvée en ng/mg de matiére séche
- concentration introduite dans le milieu/ug/l

concentration retrouvée en ng/mg de matiére séche
concentration introduite dans le milieu via les
chlorelles en/ug/l

fc modéle

Ce tableau traduit en fait que les chlorelles ont des fac-
teurs de concentration plus faibles dans 1l'expérimentation sur le modéle pro-
posé, compte tenu des conditions de culture de masse utilisées pour obtenir
une biomasse algale suffisante. Le facteur de concentration obtenu pour les
daphnies est plus fort dans le cas du modéle, ce que laissaient prévoir les
fortes concentrations retrouvées (fig. 74). Par contre, les ables ont des

facteurs de concentration beaucoup plus faibles dans le modéle utilisé.
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En définitive, ces travaux ont montré l'accumulation du
cadmium par les algues, le transfert du cadmium & un organisme filtreur, a
partir d'algues exposées et "vivantes", et le transfert du cadmium aux pois~

sons & partir de daphnies contaminées.

Le test statique proposé semble permettre de prédire,
dans des délais restreints et de maniére simple, les possibilités de bioac-
cumulation, tant directe qu'indirecte, au niveau d'organismes représenta-

tifs d'un méme é&cosystéme.

Il s'avére dés lors intéressant de pouvoir étudier la
réponse de ces organismes dans un milieu différent, par exemple, dans des
conditions dynamiques de test qui se rapprocheraient des facies lotiques
naturels. Dans ces conditions, peut-&tre devrait-on sélectionner d'autres
organismes-types, car il n'est pas évident qu'un seul type de chaine puisse
refléter le comportement d'un toxique dans n'importe quel milieu. Paralléle-
ment, la forme et la maniére dont le cadmium est accumulé par les divers
organismes nécessitent des études plus approfondies. La validation du
modéle proposé, d'une part & l'aide d'autres métaux, d'autre part & l'aide

de diverses molécules organiques, parailt devoir &tre une étape ultérieure

nécessaire.
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