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INTRODUCTION

La dégradation de l'environnement a pu atteindre selon
les endroits et les moments un état critique : Vallée de la Meuse, 1930 ;
Donora, 1948 ; Londres, 1952 ; Minamata, 1956 ; Seveso 1976, en sont des

exemples tristement célébres.

Des variations de plus en plus importantes dans la composi-
tion de la biosphtre sont notées un peu partout dans le monde, ces variations

ayant trée souvent pour origine 1'activité de 1'homme :

. 300 substances nouvelles seraient créées et mises sur le
marché mondial chaque année, un certain nombre d'entre elles étant suscep-

tibles d'entrer dans 1'atmosph2re et en modifier la structure qualitative.

Le souci de produire toujours davantage et plus vite modifie
la cinétique des cycles biogéochimiques des éléments, d'ol une variation de

la composition quantitative de l'environnement.

La pollution que 1'on peut définir comme une altération
structurale de la biosphdre, se manifeste, quelle que soit son origine, 2
plus ou moins long terme par une modification de la vie et de 1'écologie du
milieu récepteur. Cette dernit¢re se traduit tantdt par une diminution ou au
contraire un accroissement de la biomasse au niveau de chaque espéce
animale ou végétale vivant dans le milieu pollué, tantét par des modifications

des rapports d'abondance-dominance des différentes esptces entre elles.

Le constat de cette dégradation de 1l'environnement et le
souci de protection de la NATURE et de 'HOMME ont poussé les responsables

de la Santé Publique des pays industrialisés A fixer des normes dont le



but est de minimiser les risques engendrés par l'utilisation des substances
nouvelles (exemple : programme TOSCA aux ETATS - UNIS d'AMERIQUE
et loi du 12 juillet 1977 en FRANCE).

Les toxicologues et hygiénistes semblent tous d'accord sur
le principe de 1'évaluation des risques encourus par la mise en circulation
de substances nouvelles, afin de prendre des mesures de protection adéquates

vis-a-vis de celles qui présentent un danger réel ou potentiel.

L'eau, considérée A juste titre comme source de vie et
véhicule de nuisance,  tient une part importante dans 1'évaluation de ces
risques par des tests de toxicité et de bicaccumulation sur des especes de

la faune et de la flore aquatiques.

Notons que bon nombre de ces tests ne sont pas normalisés
et ceux qui le sont ne peuvent &tre appliqués aisément pour les substances

présentant des singularités (volatiles ou insolubles).

Au cours de ce travail, nous avons fait une approche écoto-
xicologique des hydrocarbures légers. Cette étude est motivée par l'importance
de la pollution par les produits pétroliers d'une part, et par le souci de

normalisation d'essai de toxicité des substances volatiles d'autre part.

Certes, 1'étude d'impact des produits pétroliers sur l'envi-
ronnement a suscité 1'intérét de nombreux chercheurs. On note environ 400
a 500 publications techniques par an sur ce thtme. Si dans l'ensemble, ces
travaux s'accordent sur le fait que ce sont les fractions légeres et plus
particulitrement les aromatiques monocycliques qui sont les plus toxiques,
les résultats obtenus sont en général difficiles & comparer. Cela est dd au
fait que le plus souvent les auteurs cherchent A montrer que telle fraction
pétrolidre est plus ou moins toxique que telle autre vis-i-vis d'une ou de

plusieurs esptces d'organiemes vivants, mais la diversité des produits



pétroliers, des organismes vivants et des protocoles adoptés pour les études
de toxicité de ces produits, en est la cause. Par exemple, la multiplicité des
modes opératoires conduit & des évolutions variées de la composition et de la
concentration dans le milieu des produits utilisés, de sorte que la dose de
toxique qui agit sur un organisme donné est souvent rapportée A des valeurs

fictives ou présumées.

Au cours de nos essais, nous avons choisi d'étudier le devenir
des aromatiques légers (benztne et toludne-en particulier) au contact de trois
especes d'organismes vivants, aquatiques, susceptibles de constituer une chafne

alimentaire A trois niveaux.

Au premier niveau (producteur), une algue Chlorella vulgaris
Au deuxigme niveau (consommateur I), un crustacé Daphma magna
Au troisiéme niveau (consommateur II), un poisson Leucaspius

delineatus

Aprés avoir cherché a dégager les paramitres essentiels qui
influencent la toxicité de ces produits, nous avons établi un protocole expéri-
mental ol la concentration agissante du toxique sur les esp&ces manipulées est
connue. Le mode expérimental étant fixé, 1'étude de l'action des aromatiques
monocycliques sur chaque esp&ce prise séparément, puis sur des espices

associées, a été entreprise.

Compte tenu du réle des décomposeurs dans les biosphere,
une souche bactérienne, cohabitant normalement avec le poisson utihisé, a

été sélectionnée.

Un certain nombre de métabolites, du benzene et du toluzne
rencontrés dans quelques milieux expérimentaux, ont également été testés,
ainsi que quelques associations d'hydrocarbures ou de leurs métabolites avec
d'autres polluants comme les détergents. les métaux lourds, les oxydes d'azote

et le chlore. pour leur toxicité vis A vis de chaque espece



En conséquence, nous avons envisagé les thtmes suivants :

Analyse bibliographique des études d'impact du pétrole et

ses dérivés sur l'environnement.

Matériels et méthodes employé€s pour réaliser cette étude.

- Action et devenir des aromatiques légers au contact des

espéces séparées puis des esptces associées.

- Influence d'autres polluants sur la toxicité des hydrocarbures.

Propositions de méthode d'étude de la toxicité des produits

volatiles.



CHAPITRE 1

IMPACT DES HYDROCARBURES
SUR L'ENVIRONNEMENT

L'impact sur l'environnement des hydrocarbures n'est
qu'un cas particulier des perturbations que font subir A l'environnement

les différentes activités humaines.

Les accidents spectaculaires comme ceux du Bohlen, du
Torrey Canyon, de 1'Amoco Cadiz et de Bravo, ou bien le simple fait qu'il
n'y ait gudre de plage ou de rivage qui ne soient souillés de résidus asphal-

tiques ont fait prendre conscience de l'acuité de ce probleme.

Par ailleurs, les combustions sont maintenant généralisées
2 la surface de la terre et les hydrocarbures, source énergétique fondamen-
tale sont donc présents partout. Cette classe de produits, représente peut

étre méme, sous cet angle, un cas exceptionnel.

Le nombre de publications techniques sur le devenir des
hydrocarbures dans l'environnement et leur effet sur les organismes
vivants est trés important. On compte un minimum de 400 & 500 articles

spécialisés par an.

Dans ce chapitre, nous allons essayer de faire une synthise
succincte des travaux dont nous avons eu connaissance et considérerons les

points suivants :

Les hydrocarbures et leurs propriétés physico-chimiques
Le pétrole et ses dérivés
Bilan matidre des entrées-sorties et devenir des hydro-

carbures dans l'environnement



Impact des hydrocarbures sur l'environnement :
- action au niveau du sol
- action en milieu aquatique
- action sur l'atmosphtre

Conclusion sur 1'étude bibliographique



I.1. GENERALITES

I. 1. ). Définitions

Ethymologiquement, le mot hydrocarbure désigne tout
composé résultant de la combinaison de carbone tétravalent et d'atomes
d'hydrogene a la valence un, 2 l'exclusion de tout autre élément. Selon
I'enchafnement des atomes-de carbone dans ces combinaisons, les hydro-

carbures peuvent se classer en plusieurs familles différentes.

I.1. 1.1, Les hydrocarbures aliphatiques saturés (synonymes : alcanes,

paraffiniques)

Ce sont des combinaisons de formule générale Cn H2n+2 H

ils proviennent presque exclusivement du pétrole. Les quatre premiers :
le méthane, 1'éthane, le propane, et le butane sont des gaz, les suivants,
du pentane, i l'hexadécane sont des liquides, et au deli du 016 se sont des
solides 2 la température ambiante. Iis sont le plus souvent utilisés sous

forme de mélange avec d'autres hydrocarbures, insaturés et aromatiques.

I.1.1. 2. 'Les hydrocarbures aliphatiques insaturés (synonyme : oléfines)

Ce sont des combinaisons qui renferment une ou plusieurs
liaisone multiples (double ou triple) entre un ou plusieurs couples d'atomes de
carbone adjacents. La formule générale de ces composés est de la forme
Cn Hz (n-p)'n et p sont deux nombres entiers tels que n3y2 et 0 gp<n. On
les retrouve rarement dans le pétrole brut, ils constitucnt 1'essentiel des
hydrocarbures d'origine biogénique ; ils sont des sous-produits obtenus lors
des opérations de craking du pétrole, ils sont utilis€s en pétrochimie pour la

synthese de résines et de polymeres.



I1.1.1.3. Les hydrocarbures cycliques (ou naphténiques)

Ce sont des composés renfermant au moins un cycle carboné,

saturé ou non, la formule générale est cn H Les cycloparaffines peuvent

2(n-p)’
constituer une part importante des pétroles bruts.

I.1.1.4. Les hydrocarbures aromatiques

Ce sont des combinaisons, de formule générale C H
n 2(n-p)-6

qui renferment au moins un noyau benzénique. [ls constituent une part importante
des pétroles bruts. Certains catalyseurs de '"reforming' favorisent la formation
des formes benzéniques connues pour leurs propriétés indétonantes dans les

chambres 3 combustion des moteurs.

Les carburants pour voitures automobiles, essence et''super",
contiennent jusqu'a 53 % d'aromatiques légers tels que, benzene, toludne et
xylenes. D'autre part, les deux premiers de la série des aromatiques : le

benzene et le tolutne, sont A la base de nombreuses applications industrielles.

1. 1. 2. Propriétés physiques des hydrocarbures

En général, dans chaque classe d'hydrocarbures, les propriétés
physico-chimiques évoluent de mani¢re uniforme avec la masse molaire ainsi par
exemple :

La température d'ébullition augmente avec la masse molaire
pour les composés de la série des n-alcanes.

La tension de vapeur, par contre, diminue le long de la
mé&me série. »

En général, la solubilité dans 1'eau des composéﬁ de la :

méme famille diminue quand la masse molaire augmente.



Sur le tableau n° I, nous avons rassemblé quelques-unes
des propriétés physiques des principaux hydrocarbures légers. On note que, la
solubilité dans 1'eau pour les hydrocarbures ayant le m@me nombre de carbone,
par exemple C6' augmente dans le sens : paraffine <isoparaffine < oléfine =

cycloparaffine  cyclo-oléfine <cyclodioléfine <arornatique.



Formule Température| Tension de Densité Solubilité

Hydrocarbure chimique d'ébullition | vapeur 2 208C 20/4 dans l'eau
(*c) (mm Hg) (mg /1)
Paraffines
pentane Cs Hj, 36 450 0. 626 38.5
méthyl-2 butane Cs Hy, | 28 600 0. 620 47.8
diméthyl-2, 2 propane Cs Hy 9.5 gaz 0. 590 33.2
hexane Ce Hyy 69 126 0. 659 9.5
diméthyl-2, 3 butane Ce Hjy 50 275 0. 649 18. 4
heptane C7 Hje 98.5 '36. 4 0. 684 2.93
octane Cg Hpg 125. 6 10.5 0.703 0. 66
triméthyl-2, 2, 4 pentane] Cg H)g 99. 2 40 0. 692 2. 44
dodécane C12 Hzg 216. 3 1 0. 749 0. 0037
tetradécane Ciq H30 253.5 1 0. 763 0. 0022
Oléfines
penténe 1 Cs Hjg 30.1 550 0. 641 148
hex2ne 1 Ce¢ Hi» 63.7 145 0.673 50
octéne 1 Cg Hig 121. 6 15 0.715 2.7
Cycloparaffines
cyclopentane Cs Hyg 49.2 260 0.715 156
méthylcyclopentane Ce¢ Hiy2 71. 8 110 © 0,749 42
cyclohexane Ce Hi2 80.8 80 0.779 55
Cyclo-oléfines
cyclohexene Ce Hjo 83.3 0.810 213
cyclohexadigne Cg Hg 700
Aromatiques
benzene C6 Hy 80.1 78 0. 880 1780
tolutne C7 Hg | 110. 6 22. 4 0. 867 515
o-xyléne Cg Hio 144. 5 5 0. 880 175

Tableau n° I . Principales nropriétés de quelaues représentants des grandes familles
d'hydrocarbures (PERRY R. H., 1973 ; WHUITIER P., 1972 ; Mc AULIFFE C. D.,
1966 ; SUTTON C. et CALDER J. A., 1974)

o1
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1. 1.3. Composition chimique des pétroles et de certains produits dérivés

1. 1. 3. 1. Le pétrole brut

C'est un mélange complexe, constitué en général essentiel-
lement d'hydrocarbures pour 80 3 90 % mais certains bruts n'en contiennent que
S0 %. le reste &tant constitué par des composés organiques du soufre, de l'oxy-
gtne et de 1'azote. Le pétrole brut peut contenir en outre certaines combinai-

sons organo-métalliques du vanadium, du nickel, ... (WUITHIER P. 1972).

Les bruts sont classés généralement selon leur composition

relative en chaque classe d'hydrocarbures (SAURAT A.H. 1976) :

Paraffiniques : prédominance des alcanes, c'est le cas des
bruts en provenance de PENSYLVANIE et de LIBYE.

- Naphténiques : la plus grande fraction est constituée par
des hydrocarbures cycliques, c'est le cas du pétrole en provenance du

VENEZUELA.

- Aromatiques : ils contiennent une quantité importante de

composés aromatiques, tels que les bruts de BORNEO.

- Sulfureux : dans lesquels., on rencontre des sulfures d'hyro-

gtne et des mercaptans (pétrole du MOYEN-ORIENT).

Le tableau n° II, donne 2 titre d'exemple, les compositions
de deux bruts d'origines différentes d'aprés KORTE F. et BOEDEFELD E.
(1978).
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Brut du Brut de

Koweit Louisiane
Paraffines % 34 56.3
Naphténes % 22.7 18. 6
Aromatiques % 21. 9 16.5
Substances polaires % 17. 9 8.4
Composés non
hydrosulubles % 3.5 0.2

TOTAL 100 100

Densité 0. 8686 0. 8524
Soufre % en poids 2. 44 0. 25
Azote % en poids 0.14 0. 069
Nickel en ppm 7.7 2.2
Vanadium en ppm 28 1.9

Tableau n® II : Composition de deux pétroles bruts de provenance différente

1. 1. 3. 2. Les produits pétroliers

La composition exacte d'un produit pétrolier -est souvent
mal déterminée et dépend, de plus, de l'origine du brut et du traitement qu'il

a subi ; on trouve ainsi, rarement, deux produits identiques.

L'ensemble des spécifications relatives 2 un produit ne le
caractérise que d'une maniére imprécise. Sur les tableaux n° III et III bis,
nous avons porté les spécifications officielles des essences automobiles et

des fuel-oils pour la FRANCE (SAURAT A.H., 1976).

Il est donc commun de trouver des produits destinés aux
mé&mes usages donc obéissant aux m&mes spécifications, mais qui différent
par leur composition. Sur le tableau n® IV, nous avons reporté les compositions
de trois essences spéciales obéissant aux m&mes normes, mais d'origines

différentes.



Caractéristique

Essence Ordinaire

Supercarburant

couleur

masse volumique a 15°C

distillation 3% 70°C
al40°C
4195°C
écart entre les
points 5% et 90%
point final

pression de vapeur 2 37.8°C

teneur en soufre

teneur en gommes

indice d'octane aux pompes de

distribution
teneur en plomb

additifs

jaune pile

0. 765 kg/1 maximum

10 % minimum
50% minimum
95 % minimum

supérieur a 60°C
205°C maximum

0.8 bar max. du 1-X au 31-III
0. 65 bar max. du 1-IV au 30-IX

0.17 % en masse

8mg/100 ml maximum

89 min. ; 92 max.

coloration telle qu'il puisse &tre
a premidre vue différencié de
I’essence et du carburant pour
aéronefs

0. 770 kg/1 maximum

10 % minimum
50 % minimum
95 % minimum

supérieur & 60°C
205°C maximum

0.8 bar max. du 1-X au 31-II1
0. 65 bar max. du 1-IV au 30-IX

0.17 % en masse

10 mg/100 ml maximum

97 min. ; 99 max.

la quantité de plomb métal doit &tre inférieure ou égale 2 0. 64 g/l

le carburant ne peut &tre additionné de faibles quantités de produits
destinés 2 améliorer la qualité qu'avec 1'agrément du Ministere de
I'Industre (Direction des carburants),

Tableau n°IIl : $pécifications officielles des essences automobiles en FRANCE .

€l



Fuel -0il Fuel-oil Fuel-oils lourds
Caractéristiques domestique léger n°l n°2

couleur rouge noire
viscosité maxi. a 20°C, cSt 9.5
viscosité 3 50°C , cSt 6215 153110 110 A 380
teneur en Soufre (% masse max.) 0.7 2 2 4
% distillé A 250°C inférieur 2 65 65 65 65
% distillé 3 350°C inférieur 2 85 85 85 85
point d'éclair (°C min.) 55 70 70 70
teneur en eau (% masse max.) 0.1 0.15 0.75 1.5
teneur en sédiments (% masse
max. ) 0.15 0.25 0.25
point d'écoulement (°C max. ) 6 (hiver) 0

3 (6té)

Tableau n° III bis Spécifications officielles des fuel-oils en FRANCE

¥l
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Groupe de composés Koweit Nigeria Qatar
n - paraffines 36.3 15. 7 40.3
isoparaffines 38.2 39.8 35.0
naphténes 20.3 39.5 18. 2
aromatiques 5.2 5 6.5
Total 100 100 100
Tableau n° IV : Composition de trois essences spéciales (40-120°C

issues de 3 bruts différents,

I. 1. 3. 3, Variations de la composition des produits pétroliers

La composition d'un produit pétrolier peut varier au cours
du temps si les conditions de stockage ou d'utilisation le permettent. En
général, il y a évaporation des fractions légeres et oxydation des fractions

insaturées.

Sur le tableau n°® V, nous avons porté les compositions des
hydrocarbures :
contenus dans une essence pour voiture automobile,
. dans la phase vapeur en équilibre avec cette essence,
. et dans les gaz d'échappement d*une voiture utilisant

cette essence.



Gaz Vapeur
Composé d'échappement Essence d'essence

e

éthane
éthyléne
acétylene

~

6
6 - -
4

n

propane
propyléne
méthylacétylene

isobutane
butane
buténes

isopentane
pentane
penténes

méthylpentanes
hexane
méthyl-cyclopentane

R NWO WND oW

N B NNNO=Yd O NN OO NNY ®h

...
M 4
—NY N o ©® o

w
(-

benzéne

diméthyl-2, 3 pentane
méthyl-3 hexane
triméthyl-2, 2, 4, pentane
héptane
méthyl-cyclohexane
diméthyl hexanes

FrNWNW N WW® NA® ONO

toluéne

iso-octane
octane

0 OO N
ee b oo rmor

BN U = WO = O N

- <
OOV WON N NN RW R OO NTNO RtV WM

—

m & p-xylénes
o-xylene

~

nonane
tetraméthyl-2, 2, 3, 3 hexane

ro w
-
1O W

propylbenzéne
éthyltoluene
triméthylbenzénes

diméthyl-éthylbenzéne
butylbenzéne

No SO

—-- Ok

~N woo

-~ =} Ny W

1o oo
S

Composés 3 plus de 10
atomes de carbone/molécule 2.2 2.2 -

Tableau n® V: Tomposition des hydrocarbures contenus dans une essence

automobile, dans sa vapeur fraiche, et dans les gaz
d'échappement d'un moteur utilisant cette essence
(d'apres MAYRSOHN H. et coll. 1975)
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La variation de la composgition des hydrocarbures au cours
de leurs utilisations a ét€ signalée par de nombreux auteurs. KORTE F.
et BOEDEFELD E. (1978) signalent que la concentration des huiles de lubri-
fication, de coupe ou de trempe en composés aromatiques polycycliques passe

de 0. 6 ppm dans 1'huile frafche & plus de 20 ppm apres usage.

DAYHOFF M. O. (1971) a démontré qu'il est thermodynami -
quement possible dans certaines conditions de combustion de favoriser la
synthtse de composés aromatiques polycycliques A partir de n'importe quel

autre hydrocarbure.

Dans le cas de déversement de produits pétroliers dans la
nature, les modifications de leurs compositions par évaporation des fractions
légtres, sont trés importantes, les pertes par évaporation au cours de 4
jours qui suivent le déversement peuvent correspondre & une distillation du

produit 2 350°C.

11. 3. 4. Autres produits entrant dans la composition des dérivés pétroliers.

Une part importante des produits pétroliers { 95 %) est
utilisée sous forme de mélange d'hydrocarbures ; parfois et selon 1'usage des
additifs trés divers sont incorporés dans ces mélanges afin d'améliorer la
qualité du produit. Le tableau n® VI, rassemble les additifs usuels de l'essence

automobile.



Fonction de 1'additif

1'additif

concentration

Anti-explosion

Anti -givre

Anti-oxydants
Inhibiteurs de corrosion
Colorants

Pitges 3 plomdb

Plomb tetra-éthyle ou tetra-méthyle
Isopropanol

Diproptne glycol

Amines d'esters phosphorique
Phénols, phényléne diamine
Amines et amides d'acides gras

Composés azo-

Dibromure d'éthyle

0.5 g/1
133 %
0.1%
0.01%
10 2 100 ppm
10 2 20 ppm
0.52 3 ppm

0.23 g/1

Tableau n° VI : Additifs usuels des carburants pour voitures automobiles (d'aprts KORTE F. etcoll. 1978).

\

81
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1.2. ECOTOXICOLOGIE DES HYDROCARBURES

I.2. 1. Cheminement des hydrocarbures dans 1'environnement

Dans ce paragraphe, nous tenterons de faire un "bilan

matidre' tenant compte des entrées et sorties du pétrole dans 1'écosystéme.

I.2.1. 1. Utilisation des hydrotarbures ; évaluation de la production et

des rejets

Malgré la crise énergétique et malgré son cofit de plus
en plus élevé, le pétrole constitue aujourd'hui encore la principale source
d'énergie exploitée par 1'homme, et les besoins énergétiques mondiaux sont
couverts 2 60 % par les produits pétroliers. Ainsi la consommation de pétrole

progresse chaque année de 5 3 6 %.

En 1974, la consommation mondiale de pétrole &tait de
2862 millions de tonnes, KORTE F. et BOEDEFELD E. (1978). La majeure
partie de cette quantité (88.4 %) a été utilisée comme source source d'énergie
soit directement pour le chauffage, soit apres transformation en énergies

mécaniques ou électriques.

9.2 % de la production mondiale de 1974 ont été ou trans-
formés par 1l'industrie chimique, ou immobilisés dans les équipements
industriels (graisses de lubrification fix€es sur des machines) ou de génie
civil (bitumes dans le revétement des routes). Le reste, 2.4 % de la
production mondiale de pétrole de 1974, soit 69 millions de tonnes, constituent
les rejets dans 1'environnement. Notons que cette quantité rejetée dans
I'environnement représente plus de 1.5 fois la consommation annuelle de

I'ensemble des pays du continent Africain.
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Le schéma de la figure n°® 1 représente le cheminement
du pétrole brut depuis la production jusqu'a l'utilisation. Les rejets au
niveau de chaque étape de I'exploitation du pétrole ou de ses dérivés, sont

également représentés sur cette figure.

1.2.1.2. Répartition des rejets

1.2.1.2. 1. Pertes au niveau de la production et du transport

La répartition géographique des gisements de pétrole est
tres différente de la répartition géographique de la consommation des produits
pétroliers. Le pétrole brut est parfois transporté A des milliers de kilometres
du gisement pour des opérations de raffinage.; ainsi la provenance du pétrole
brut traité en FRANCE pour l'année 1976 se répartit comme suit (tableau
n® VII) :

Quantité
Provenance
1000 tonnes
Europe 3 600
Moyen Orient 96 900
Vénézuela 800
Afrique 18 400
U.R.S.S. 1 800
Indonésie 100
TOTAL 121 600

Tableau n°® VII : Source d'approvisionnement de 1a FRANCE en pétrole (1976)
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Le transport de grandes quantités de pétrole sur de longues

distances se fait souvent avec des pertes ; aussi en milieu marin, on note :

. Les pertes par accidents : des collisions de pétroliers

(Amoco Cadiz, Torrey Canyon), des accidents d'exploitation offshore {(Ekofisk)
et des ruptures d'oléoducs sont spectaculaires et peuvent avoir localement

des conséquences graves, cependant, leur contribution aux rejets annuels
d'hydrocarbures dans l'environnement est faible. La moyenne annuelle des
rejets accidentels est d'environ 200 000 T selon LE LOURD P. (1976), mais
peut atteindre 1 000 000 de tonnes (EHRHARDT M. et BLUMER M. 1972).

. Les pertes volontaires : elles sont plus importantes et

ont pour origine : les opérations de déballastages de pétroliers, les déver-
sements dans les ports, et aux terminaux pétroliers, les rejets des eaux de
gisements en mer pour les exploitations offshore. Ces pertes représentent

1.5 2 2 millions de tonnes par an.
Au niveau du sol, les pertes liées a la production "inshore"

sont estimées A 1. 6 millions de tonnes pour 1974 pour KORTE F. et
BOEDEFELD E. (1978).

I.2.1.2.2. Pertes au niveau du raffinage

Arrivé 2 la raffinerie, le pétrole brut subit des transfor-
mations pour donner, selon les besoins, plusieurs produits pétroliers : la
classification de ces produits peut &tre présentée en fonction du poids molé-

culaire des hydrocarbures entrant dans leur composition (tableau n* vIiI).



Nombre Intervalle % de la
Nomenclature d'atomes de température Utilisations Consommation
carbone d'ébullition globale

Gaz Gaz Gaz industriel, pétrochimie 1.9
Gaz liquifiés Gaz Propane et butane commerciaux

pour usage domestique et

industriel 4.4
Essence auto 4 2 10 50 4 200°C Carburant pour moteurs

automobiles - 22
Essences spéciales| 4 3 10 e Industrie chimique 4.5
(naphtas)
White spirit LA nonu Solvant 1.1
Carburéacteur 10 a2 14 55 & 240°C Avions A réaction, turbines i

gaz 4
Kérosene htn "n Eclairage, chauffage 1.9
Gas oil 14 a 20 250 A 400°C Carburant pour moteurs

diesels rapides 22.3
Fuel oil léger 16 3 25 300 a 400°C Moteurs diesels lents et

chauffage domestique

29. 4

Fuel oils lourds 16 400°C Installations industrielles
Huiles graissage Lubrification 1. 26
Paraffine Protection aliments et

isolation électrique 0.1

Tableau n° VIII :

Les produits de

raffinage du pétrole et leur utilisation

€2
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Les opérations de raffinage de pétrole s'accompagnent
d'une perte de: 8.4 millions de tonnes par an dont 8. 1 millions de tonnes

sous forme d'évaporation.

Dans un rapport du National Environmental Research Center
(1973), il est signalé qu'en 1969, 262 raffineries aux U.S. A. traitaient
globalement 12 700 000 barils de pétrole par jour. Le tableau n°® IX, montre

la répartition des émissions de polluants & partir de ces raffineries.

Polluant Emission 1920 T/an
o] 2200
x
NO 61
x
Hydrocarbures 2300
Particules 550
CcO 2420

Tableau n° IX : Principaux polluants émis dans 1'atmosnhere

par l'industrie du raffinage des pétroles.

Alors que dans un rapport du CONCAWE daté de mars
1977, il est signalé que la perte de pétrole dans les effluents liquideé des
raffineries d'Europe occidentale, est passé de 153 g par tonne de brut traité

en 1969 A 42 g/tonne en 1973.



26

I'2 1 2 3 Pertes au niveau de la distribution des produits fimis

Lies produits raffinés sont transportés jusqu'a leur utilisa-

tion suivant le circuit de distribution représenté sur la figure n® 2.
La distribution des produits raffinés s'accompagne d'une

perte de 8. 3 millions de tonnes par an,essentiellement sous forme d'évapo-

ration.

I.2.1 2. 4. Pertes au niveau de la consommation

Les pertes d'hydrocarbures au niveau de la consommation
sont variables Ainsi, pour les produits destinés 3 la combustion, on estime
A 41 millions de tonnes les pertes par évaporation avant usage et 24 millions
de tonnes en cours de combustion sous forme d'imbrdGlés Alors que sur les
produits non destinés A la combustion, tels que solvants et huiles de lubrifi-
cation, les pertes s'élevent A 26 millions de tonnes sous forme d'évaporation
et 19 millions de tonnes d'huiles d'usages sont rejetées dans l'environnement
notons que EHRHARDT M. et BLUMER M (1972) ont estimé que chaque
année, 2 millions de tonnes d'huiles de lubrification usées sont irrécupérables
et donc rejetées dans 1'environnement, et cela pour le seul territoire des

ETATS-UNIS d'Amérique

Dans le tableau n® X, nous avons reporté les estimations
des émissions d'hydrocarbures légers sur la totalité du territoire des

ETATS-UNIS, en 1968, par les moyens de transport.
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Quantité en millions

Sources
de tonnes

Véhicules 3 moteurs

2 essence 15.2
a gas oil 0.4
avions 0.3
chemins de fer 0.3
navires LA |
divers 0.3

Tableau n® X : Estimations des émisgsions des hydrocarbures légers sur
la totalité du territoire des ETATS-UNIS pendant 1968 2
partir des moyens de transport (in CHOVIN P. et ROUSSEL A.

1973).

I. 2. 1. 3. Autres sources de pollution par les hydrocarbures

1.2.1.3. 1. Suintements sous-marins

Il est fort probable que la pollution par les hydrocarbures
soit antérieure a 1'apparition de 1'homme sur la terre, (LANDES K. K. 1973).
La pollution de la mer morte par les asphaltes et les hydrocarbures est
connue depuis le début de notre histoire, puisque des émanations de pétrole
et de gaz observées aujourd'hui encore dans cette zone ont déjh &té décrites
par les Romains. La partie d'eau polluée était appelée "mare asphalticum”,

BENTOR Y. K. et VROMAN A. (1960).

A nos jours, de nombreux sites pollués par la nature sont
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connus (les c8tes ; de LOUISIANE, du GOLFE PERSIQUE, et de TRINIDAD)
et il y en aura sans doutes d'autres 3 découvrir MICHEL P. (1976).

L'importance de cette source de pollution demeure cepen-
dant négligeable devant les rejets liés A 1'activité humaine. La pollution
d'origine naturelle, dans 1'un des sites les plus connus, celui de SANTA-

BARBARA, n'est estimée qu'a quelques 400 litres de pétrole par jour.

Le suintement des gisements de pétrole est exploité par
les prospecteurs. La présence d'hydrocarbures dans les eaux souterraines
est un indice trés utile pour la détection d'un gisement plus ou moins proche.
Les aromatiques 1égers doués d'une grande hydrosolubilité peuvent 8tre
révélateurs. Ainsi ZARELLA W. M. et coll. (1963) ont détecté un gisement
de pétrole par la présence 2 8000 m de 10. 7 ppm de benzine dissous dans

1'eau souterraine.

1.2.1.3.2. Les hydrocarbures d'origine biogénique

La synthtse des hydrocarbures par des organismes vivants,
et notament par des plantes, a &té signalée par de nombreux auteurs.
DOVODA A. M. (1977) a montré que les pommes contiennent des hydrocarbures
aliphatiques, et a trouvé les valeurs suivantes : 142. 4, 6.9 et 0.2 pg/ml

respectivement dans la peau, dans la chair et dans les graines.

BLUMER M. et YOUNGBLOOD W. (1973) ont montré qu'une
part importante des hydrocarbures présents dans les milieux marins provient
des algues benthiques et phytoplanctoniques. Certaines algues peuvent contenir
jusqu'a 2000 ppm d'hydrocarbures aliphatiques par rapport A leur poids de
mati¢re stche. En général, les algues jeunes et les tissus en croissance

rapide contiennent plus d'hydrocarbures que les individus Sgés.
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WHITMORE F. C. (1944) a démontré que la quantité
d'hydrocarbures contenue dans la production mondiale de varech, ‘si elle
n'était pas consommeée dans le cycle de carbone, serait de 6 x lO7 barils

par an (1 baril = 159 litres).

Pour MICHEL P. (1976), les paraffines normales sont plus
abondantes dans les tissus végétatifs que'dans les tissus reproductifs, avec
une prédominance du n-pentadécane dans les algues brunes, et du n-hepta-
décane dans les algues rouges. Dans les algues vertes, on note la présence
de plusieurs isomeres en C17 avec une -ou deux doubles liaisons, et parfois

trois.

La distinction entre hydrocarbure d'origine fossile et hydro-
carbure d'origine biogénique est passible en tenant compte du fait que le
nombre d'hydrocarbures synthétisés par les organismes vivants est trés

restreint.

I1.2. 1. 4. Pouvoir dispersif des hydrocarbures

I.2.1. 4. 1. L'étalement

Aprts déversement au niveau de 1'eau, les produits pétroliers
forment une mince pellicule en surface, et 1'étalement de cette dernikre et
sa superficie peuvent &tre prévus selon JEFFERY P. G. (1973) et WILLIAMS G. N.
et coll. (1975).

D'aprds ces derniers auteurs, 1'étalement des produits

pétroliers A la surface de 1'eau obé&it aux relations suivantes :
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. L'étalement
1/4
R = K (4 gvtd) /
R : rayon de la tache d'huile
Ki coefficient sans dimension, il a pour valeur moyenne 1. 14
. B . . ' ‘huil
a Pe Ph) Py Pe et Ph (masses volumiques de 1'eau et de 1'huile)
g : accélération de la pesanteur
v volume initial de pétrole déversé

-

temps

. Quand 1'épaisseur du film d'huile ""devient égale 3 la couche visqueuse

dans 1'eau"

R =z K o(agvi(3/2), 1/2)1/6

K : a pour valeur 1. 45

v : viscosité de l'eau

. Régime de tension superficielle ""quand 1'épaisseur du film d'huile devient

inférieure A une valeur critique qui est fonction de la tension superficielle” :

/
R =zKp( azt3/p 2 v)l 4
K :2.05
o : tension superficielle

p : masse volumique de l'eau

1.2. 1. 4. 2. Dispersion des hydrocarbures

L'étalement des hydrocarbures 2 la surface de 1'eau favorise
les échanges de matitres entre les trois phases en présence (air/hydrocarbures/

eau) et contribue 3 une dispersion rapide des hydrocarbures par évaporation,
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solubilisation, émulsification et dégradation.

Selon WILLIAMS G. N. et Coll. (1975), YANG W.C. et
WANG H. (1977), les dispersions obéissent A une loi expotentielle du type

dc

at - (Ke + Kd + Kb)C

ol
C concentration
Ke coefficient d'évaporation
Kd : coefficient de dissolution

Kb . coefficient de biodégradation

En général Kb est négligeable devant les deux autres constantes, de sorte que

I'intégration de 1'équation précédente donne
C = Co exp (-Ke - Kd)t

Les valeurs des constantes Ke et Kd sont données dans le

tableau n® XI.

Hydrocarbures K, Kq Kd/Ke
Paraffine C6 - Cia 0.1 1/60
Cycloparaffine
€ - C12 0.8 "2V 0.5 1/12
Mono-aromatique et
diaromatique Cb - ClZ 1 1/60

Tableau n® Xi Valeurs des constantes de dissolution et
"7 d'évaporation de quelques hydrocarbures
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Sur la figure n° 3, nous avons représenté schématiquement
les principaux phénomenes concernant les hydrocarbures émis dans l'environ-
nement. Etant des composés volatils, ils ont tendance & s'évaporer puis a se
disperser ; cette dispersion accompagnée de transformations chimiques telles
que des phénomenes d'oxydation fait que, malgré des émissions importantes,
les concentrations de l'air en hydrocarbures demeurent aprés tout, trés faibles.
Sur le tableau n® XII sont portées les concentrations de quelques hydrocarbures

dans 1'atmosphere d'apreés SAWICKI E. (1977).

Composé concentraiion Site
png/ m

Eau 107
n-heptane 140 Zurich
toluéne 140 Los Angeles
isopentane 130 Los Angeles
n-pentane 100 Los Angeles
diméthyl-2, 3 butane 50 Los Angeles
benzene 50 Los Angeles
n-hexane 43 Los Angeles
éthylbenzéne 38 Zurich
méthyl-3 pentane 30 Los Angeles
éthyl-1-méthyl-3 benzene 28 Zurich
éthylbenzene 25 Los angeles
éthyl-1, méthyl-4, benzene 18 Zurich
n-octane 16 Zurich
méthyl-2, heptane 16 Zurich
isopropyl benzéne 15 Los Angeles
méthyl-2 , buténe 2 12 Los Angeles
butylbenzéne 11 Los Angeles
triméthyl-2, 4, benzene 1 Paris, Zurich
propyl benzéne 10 Los Angeles
n-dodécane 9 Zurich
n-décane 8 Paris
xyléne 6 Paris
tétraméthylbenzene 8 Paris
anthracene 0. 02 Los Angeles
PCB 2107

Tableau n° XII : Concentration de quelques hydrocarbures dans 1'atmosphere

(les concentrations de 1'eau et du PCB sont données 2 titre

indicatif).
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I.2 2 Dégradation des produits pétroliers

1.2.2. 1. Dégradation abjotique :

Ces dégradations sont de deux sortes :

1.2.2.1. 1. Dégradation en cours d'usage

Les combustions compleétes ou partielles donnent lieu 2
des produits d'oxydation directe CO,: T‘lz O, CO, et A la production des composés
d'oxydations par déshydrogénation partielle tels que dee oléfines dans les
gaz d'échappement de voitures et des composés aromatiques, polycycliques

dans les huiles usagées de coupe et de trempe.

1.2.2.1. 2. Dégradation des produits émis dans 1l'environnement

L'oxydation des produits pétroliers dams l'atmosphre fait
intervenir en général la présence d'autres polluants de l'air, comme par
exemple les oxydes de soufre SOx. les oxydes d'azote NOx et l'ozone.

Les interactions entre polluants atmosphériques ont
également suscité 1'intéré&t de nombreux auteurs, notament :
ALTSHULLER A.P. (1969), CADLE R.D. et ALLEN E. R. (1970),

FOX D. L. et coll. (1975), GLASSON W.A. (1975), HIROSE H. et coll.

(1975). KOPCZYNSKI S. L. et coll. {1975), OBRIEN R.J. et coll. (1975),
PITTS J.N. et coll. (1975), YEUNG C. K. K. et PHILLIPS C.R. (1975),

CALVERT J.G. (1976), PATE C.T. et coll. (1976), ROBERTS P.T. et

FRIEDLANDER S. K. (1976)
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En présence du dioxyde de soufre

On admet généralement que l'absorption de l'énergie d'un
photon fait passer la molécule de SOz 34 un état singulet, lequel peut
évoluer vers un état triplet, CHOVIN P. (1975).

1 3

SO2 SOZ > SOZ

La réaction de 3SOZ avec un hydrocarbure peut s'accom -
pagner dela formation d'un radical libre, lequel peut &voluer selon diverses

modalités selon sa structure

3soz + RH—aR' + 50,H

On peut aussi avoir :

3

SO2 + O -—-’SO4

2

SO4 + 02—0503 + 03

En présence d'oxyde d'azote

Sous l'action de radiations solaires, le dioxyde d'azote

peut subirune photolyse

hy d g
NOZ—’NO + O

2 NO + O, —» 2NO

_ l'oxygéne formé au cours de la premitre réaction peut réagir soit avec

un hydrocarbure, soit avec une autre molécule d'oxygene, ce qui donne:
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O + RH——»R + OH

o + Oz_-bo3

Exemple: PITTS J. N. et coll. (1975), notent au cours d'une exposition 2

des photons lumineux d'une méme longueur d'onde de 0.5 ppm de propene
de O. 45 ppm de NO et de O. O5 ppm de NOZ' l'apparition de formal-
déhyde, d'acétaldéhyde, de nitrate de péroxyacétyle et d'ozone . Les
mécanismes réactionnels invoqués dens cette dégradation des hydrocarbures

sont représentés sur le tableau n° XIII.

NO, ————®= NO + O
2 NO + o, ™2 no
2

o + '02 —_— O3

CH,~CH CH, ——» CH —EH—CH

N"‘/ozL z

c:—x3 CHOO + CHZO

CHSCHO : CH3COOO' ——-bCH‘_,COOONOz

Tableau n°® XIII : Mécanismes de dégradation abiotique des hydrocarbures

{exemple du smog oxydant)

La cinétique de ces dégradations varie avec les composés
et avec les conditions atmosphériques, mais les oléfines sont les plus
réactives.

Dans le tableau n° XIV nous avons noté les temps de 1/2
vie, de divers hydrocarbures dans l'atmosphdre, d'apres

ALTSHULLER A.P. ( 1969 ).



Composé Temps de 1/2 vie
Méthane Tres grand
Ethane Quelques jours
Acétylene Quelques jours
Butane 1 3 2 jours
Ethylene 6 3 8 Heures
Propyléne 2 a3 3 Heures
Isobuténe l heures

Oléfine avec double
liaison interne

Alkyl-benzéne
Dialkyl-benzéne
Trialkyl-benzéne

Moins d'une heure
ljour
1/2 jour

moins de 1/2 jour
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Tableau n° XIV :Temps de_1/2 vie de quelques hydrocarbures dans

l'atmosphere

1.2.2.2. Biodégradation des hydrocarbures

L'existence de microorganismes capables de dégrader les
hydrocarbures a été signalée des le début du siecle, et 1'on pense actuellement

que tout hydrocarbure est susceptible d'&tre métabolisé par des microorga-

nismes appropriés.

1.2. 2. 2. 1. Métabolisme des alcanes

Les alcanes sont tr2s facilement biodégradables, l'attaque
se fait sur le méthyle terminal et conduit A la formation d'acide, en passant

classiquement par les fonctions alcool et aldéhyde. L'étape suivante est
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encore une oxydation qui peut passer par la formation du diacide obtenu
par l'attaque de 1'autre bout de la chafne ( SENEZ J. C. 1956 ; DAVIS J. B.
1967 ;: SIMON P. et MEUNIER R. 1970 : CAGLAR M. A. et coll. 1971 ;
GATELLIER C. 1971). Sur le tableau n® XV, nous avons rassemblé les

étapes de 1'oxydation microbienne des alcanes.

CH3— ( CHZ )n— CHZ_ CH-Z—— CH3

L
CH5- (CHz)n— CHy CH3 CH, CHy (cHz)n— CH;- CH=CH

2

4
CH;— (CHz);' CHZ— CHZ— CH3
O|OH

CH? CHZ);' CHZ— CHZ— CHZ

L OOH Y
CH3— (CHZ); CHZ_ CH-—CH3 CH-3(CH2‘)I-I- CHZ— CHZ_ CHEOH

b e l

CH3— (CHZ); CHE- CH—CH CH3— (CHZ); CH-Z- CHZ_ CHO

!

CHT(CHZ); CHZ— ﬁ-CHE! CHT (CHZ)n— CHZ_ CHZ—COOH
(o]

3

HOOC-(CH_) ~CH.—CH_—COOH CHZCOOH +
2/n T 2 3

CH .';(CHZ )I;COOH

Tableau n°® XV : Dégradation microbienne des alcanes

COz formé

Selon DAVIS J. B. (1967), le rapport G, conse Z = 0. 65

montre une dégradation presque compldte des alcanes.
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I.2.2.2. 2. Métabolisme des oléfines

VAN DER LINDEN A.C. et THIISSE G.J. E. (1965),

signalent 1'époxydation des oléfines i double liaison terminale.

CH, = CH - (CH2)4 - CH —— CH, - CH - (CHZ)4 - CH

2 3 N/

o)

3

I.2.2.2.3. Métabolisme des cyclanes

L'attaque se fait par dihydroxylation, l'oxydation contin-
uant par l'ouverture du cycle. Ces hydrocarbures ne sont assimilables que

par un petit nombre d'esptces (DAVIS J.B. 1961 ; ODIER E. 1976).

1.2.2.2. 4. Métabolisme des composés aromatiques

La biodégradation des composés aromatiques est en
général plus lente que celle des composés aliphatiques, (GIBSON D. T.
et coll. 1967).

En général, il y a formation d'un époxyde suivi de
l'ouverture du cycle qui passe par la formation de phénols, et conduit
3 la formation de diacides tels que l'acide muconique ou des dérivés de

1'aldéhyde hydroxymuconique.

1.2.2. 2.5. Cinétique de la biodégradation des hydrocarbures

La vitesse d'assimilation dans l'environnement d'un
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produit pétrolier est influencée par sa composition, par la présence de
matidre organique dans le milieu, par la température, par la nature du

microorganisme,

En général, les n-paraffines sont plus rapidement méta-
bolisé que les représentants des autres classes d'hydrocarbures. Par contre
la présence de fractions légéres dans un produit pétrolier sémble inhiber

sa biodégradabilité ATLAS R. M. et BARTHA R. (1972).

1. 2. 3. Impact des produits pétroliers sur l'environnement

1.2.3.1. Notions générales

Nous avons vu, dans les paragraphes précédents, que la
pollution par les hydrocarbures n'épargne aucun milieu récepteur, les points
d'impact pouvant &tre 1'air, 1'eau ou le sol, et ces trois milieux pouvant
étre contaminés simultanément ou consécutivement par la tn&me source. Mais
quel que soit le point d'impact des produits pétroliers, leurs effets dépendent

de leur composition.

La dispersion d'un produit pétrolier lourd et visqueux se
fait tr2 s difficilement, 1'évaporation et 1'étalement en surface sont lents,
1'action locale est persistante. L'absorption et l'élimination d'un tel produit

n'est pas rapide. Des effets chroniques peuvent alors apparaftre.

Par contre, un produit léger et fluide sera rapidement
dipersé dans la nature. Cependant, la prédominance de composés volatils,
donc de petites molécules, facilite leur pénétration dans les cellules vivantes
et des effets locaux aigis sont alors 2 craindre. La diminution de la toxicité

des produits pétroliers dfle & 1'évaporation des fractions 1égtres a déji été
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mentionnée par de nombreux auteurs : ATLAS R. M. et BARTHA R. (1972);
ANDERSON J. W. et coll. (1974) ; BARNETT et KONTOGIANNIS J. E. (1975) ;
TEMPELTON W. L. et coll. (1975) ; TATEMH. E. (1978) ; LEE W. Y. et
coll. (1978).

La toxicité des hydrocarbures est croissante le long de la
série : paraffines, naphttnes, et oléfines, puis aromatiques (CRAFTS A.S.
et coll., 1948 ; HAVIS J. R., 1950 ; LEONARD O. A. et HARRIS V. C. 1952).
La toxicité des molécules 3 6 atomes de carbone augmente le long de la
série : hexane, hextne, cyclohexane, cyclohextne, puis benzéne
(CURRIER H.B. et PEOPLES S. A., 1954). CURRIER H.B. (1951), et
KAUSS P.B. et HUTCHINSON T. C. (1975) montrent un accroissement de la
toxicité le long de la série : benz&ne, toludne, xylenes. En général, plus la
molécule d’hydrocarbure est petite, plus elle est toxique selon

VAN OVER BEEK T. et BLONDEAU R. (1954).

L'intervalle des températures d'ébullition d'un produit
pétrolier influence sa toxicité ; les grosses molécules difficilement volatiles
peuvent &tre trop grosses pour pénétrer dans les cellules et les molécules
A basse température d'ébullition peuvent s'évaporer avant d'avoir un effet.

L'essence qui bout dans l'intervalle 150 - 275°C paraft la plus toxique.

Un produit pétrolier aéré, qui a ainsi perdu son contenu
d'hydrocarbures légers, est moins toxique que le produit frais C'est ainsi
que selon BAKER 7. M. (1969 & 1970) un fuel frais est plus toxique que son

résidu obtenu apriés évaporation de la fraction légere.

Les produits du raffinage de pétrole, tels que le fuel oil
n° 2 et les essences sont plus toxiques que le brut, sans doute parce qu'ils
sont plus riches en fraction légeére ou parce qu'ils peuvent contenir des

oléfines (CARR R.S. et REISH D. J. 1976).
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La viscosité d'une huile influence également sa toxicité ;
une huile tres fluide s'étale plus facilement A la surface d'une plante et la

pénétre beaucoup plus facilement qu'une huile visqueuse.

VAN OVER BEEK J. et BLONDEAU R. (1954) trouvent
que la toxicité d'une huile purifiée augmente lorsqu'elle est exposée i la
lumitre, et pensent que cell est dl A la formation d'acides. JOHNSON C. M.
et HOSKINS W. M. (1952) avaient effectivement montré que le stockage rendait
une huile plus toxique par formation d'acides. Dans ce contexte CAIRNS J.
et SCHEIER A. (1962) signalent que les acides naphténiques sont toxiques
pour plusieurs esptces d'animaux aquatiques telles que Lepomis macrochirusg
et Physa heterostropha et BAKER J. M. (1969) rapporte qu'une concentration

de 10 % en acide naphténique est toxique pour la végétation des marais salants.

Mais en plus des acides, la formation de peroxyde dans les
pétroles exposés i la lumidre & &té reconnue depuis longtemps comme la
raison d'une augmentation de leur toxicité (CRAFTS A.S. et REIBER H. G.
1948).

I. 2. 3. 2. Etude de la pollution des eaux par les hydrocarbures

I1.2.3.2.1. Effets sur le milieu

Le déversement de produits pétroliers dans 1'eau se manifeste

tout d'abord par la formation d'une nappe "d'huile" 3 la surface.

La formation de ce film d'hydrocarbures 3 la surface de
I'eau fait écran aux échanges gazeux entre l'air et 1'eau, ce qui limite sinon
empéche l'oxygénation du milieu avec toutes les conséquences que cela
comporte, 2 savoir : asphyxie d'organismes aérobies, prolifération de flore
anaérobie, production de mauvaises odeurs. L'un des effets les plus spectac-

ulaires de la nappe d'hydrocarbures 2 la surface de 1'eau est sans doute la mort
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des oiseaux marins ; ces derniers en se posant A la surface de la nappe,
engluent leurs plumes qui s'agglomerent et ne jouent plus leur r8le de ma-
telas d'air indispensable a l'isolation thermique et 2 la flottabilité

(GATELLIER C. R. 1971).

I.2.3.2. 2. Effets sur la flore

Les essences légeres ont &t& utilisées pour lutter contre
le développement des mauvaises herbes dans les canaux d'irrigation. SHAW J. M.
et TIMMONS F. L. (1949) ont montré que les aromatiques légers sont trés
puissants dans ce procédé et HAVIS J. R. (1950) montre que l'efficacité d'une
essence est accrue par l'augmentation de sa concentration en aromatiques
légers. BRUNS V. F. et coll. (1955) ont estimé qu'une essence 3 base de
composés aromatiques (85 % d'arormm tiques) dont l'intervalle d'ébullition est
compris entre 117 et 216°C est la plus efficace pour contrdler le développement

des herbes aquatiques.

LACAZE J. C. et coll. (1976) montrent que la phytotoxicité
d'un produit brut en provenance du KOWEIT sur une algue microscopique

Phaeodactylum tricornutum croft en fonction du temps d'exposition 2 la

lumigre.

Pour HELLEBUST J. A. et coll. (1975), 1'inhibition de la
croissance et de la photosynthtse apparaissent minimales quand les algues
poussent dans des conditions optimales de température et de lumitre. L'effet
toxique diminue dans les cultures ouvertes, quand 1'évaporation est permise.
Le pétrole brut induit une réduction de la chlorophylle des macrophytes et une

décroissance significative de la biomasse.

D'un autre c8té, la stimulation de la croissance des algues
par des produits pétroliers a également ét€ signalée par un certain nombre

d'auteurs. Ainsi, STEELE R L (1976) note une stimulation de Fucus edentatus
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par la présence dans le milieu de culture de fuel oil n® 2 et de carburéacteur
2 des concentrations £ 200 ppb. KAUSS P. B: et HUTCHINSON T.C. (1975)

ont signalé une stimulation de la croissance de Chlorella vulgaris par la

fraction soluble de nombreux fuels et huiles moteur.

1.2.3.2.3. Action des hydrocarbures sur la faune aquatique

Nous avons déja rappelé que la formation d'une couche
d'hydrocarbures sur la surface de l'eau fait écran aux échanges gazeux entre
1'air et l'eau, entrafhant ainsi la mort de certaines especes par asphyxie.
BARNETT C.J et coll. (1975) montrent qu'une couche de brut de 1. 5 mm
d'épaisseur A la surface de 1'eau entrafne la mort de tous les Copépodes

Tigriopus californicus exposés, en 3 jours. L'oxygénation du milieu retarde

la mortalité totale de 2 & 3 jours.

Il y a action concommitante de barridre A oxygene et de la
présence de substances toxiques dans le brut.  Certaines huiles ne provoquent
aucune mort en milieu aéré, entrafnant 1'asphyxie des animaux d'essai quand

1'aération artificielle est arrétée.

LAUGHLIN R.B. et NEFF J. M. (1976) ont constaté une

augmentation du taux de respiration d'une limule (Limulus polyphemus) en
présence de fuel oil n° 2 dans toutes les conditions de température et de

salinité.

ALBERS P.H. (1976) signale une inhibition de 1'éclosion

des oeufs de Colvert (Anas platyrhynchos) lorsqu'ils sont badigeonnés par une

quantité a5 1 de fuel oil n® 2.

La toxicité des produits pétroliers sur les crustacés est
plus importante en période de mue, MECKLENBURG T. A. et coll. (1976)

ont montré que les animaux sont plus sensibles pendant les phases de mue que
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pendant les périodes d'intermues. Les chances de survie pour les animaux
qui muent dans un milieu contaminé par les hydrocarbures diminuent lorsqu'on

augmente la concentration de ceux-ci.

Une huile frafche produit une paralysie de représentants
du zooplancton au cours des 24 heures suivant le début d'intoxification. Alors
que la m&me huile laissée une nuit dans un flacon ouvert A 1'air libre, ne

produit plus de paralysie, LEE R. F. (1975).

BARNETT C.J. et CONTAGIANNIS J. E. (1975) montrent
que le benzne est plus toxique que 1'essence, celle-ci plus toxique que le

gas oil, pour le Copépode Tigriopus californicus ; la 1étalité du benzine et

de l'essence est observée dans les deux premiers jours de l'exposition. L'évapo-
ration du toxique du milieu expérimental est responsable de la détoxification du

milieu.

Selon Mc KEON B. A. et MARCH G. L. (1978), les hydro-
carbures et les associations hydrocarbures-dispersants endommagent les
branchies des poissons. Ils provoquent un gonflement des lamelles, ce qui
accroft la distance de diffusion entre le sang et 1'eau, donc une mauvaise
circulation 2 ce niveau, d'ol une altération du régime respiratoire provoquant

parfois la mort du poisson par asphyxie.

Mais pour HAWKES J. W. (1976), la présence de 100 ppb
d'hydrocarbures dans 1'eau produit en 5 jours une lésion des branchies des
poissons exposés qui se manifeste par la perte de 1 & 3 couches de cellules

de surface.

Les animaux qui vivent en profondeur sont moins atteints

que ceux qui vivent en surface.

Pour EISLER R. (1975), la prise de nourriture des Drupa

granulata sur Mytilus variabilis est abaisée quand les moules ont été exposées
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au pétrole.. Lies moules retiennent le goGt du pétrole pendant plusieurs
semaines. La:prédation diminue également quand les pourpres seuls ont été
exposés aux produits pétroliers Il est possible que le pétrole interfere avec
I'efficacité de-1'appareil qui-perce les valves ou la musculature radulaire, ou
les deux 2 la fois. [l est aussi possible que le pétrole inhibe la production
d'enzymes digestives. En tout cas, I'effet de la prédation semble &tre cumulatif
quand les deux especes ont été exposés initialement et il est probable que les
deux phénomenes agissent conjointement. La fécondité est aussi affectée

quand 1'une ou 1'autre esptce a été exposée-.

Pour RICE §.D. et coll. (1975), la sensibilité des ccufs du -
saumon rose 2 25 ppm de pétrole brut varie en fonction de leurs stades de

développement :

Au fur et 2 mesure qu'ils se développent, les alevins deviennent
de plus-en plus sensibles,
Les fraies sont plus sensibles A 1'huile en eau de mer qu'en eau
douce,
La toxicité aigue et les effets sur la croissance changent 2
mesure que le saumon se développe ; la plus grande sensibilité est obtenue
i 1'émergence,
Les effets sublétaux, méme s'ils sont physiologiquement réversibles

peuvent réduire la survie des jeunes saumons quand ils émergent et entrent en mer.

Pour GARDNER G. R. (1975), des concentrations de 20 ppm
et plus de motor-oil induisent des 1ésions du systéme vasculaire de coquilles
Saint-Jacques et des huftres. Ces lésions sont observées sur le coeur, les
pseudo-branchies, les branchies, les reins ( en 60 jours). La CLSO 96 heures

chez ces especes est de 1700 ppm.

Cet auteur constate par ailleurs que les huiles usées entrafnent
des lésions dans le coeur de coquilles Saint-JTacques, alors que les bruts n'en

provoquent pas
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1. 2. 3. 2. 4. Biocaccumulation, &limination et métabolisme des hydrocarbures

par la faune aquatique

. Bicaccumulation

Il ressort, des études faites A ce sujet, que tous les animaux
exposés aux produits pétroliers ont la faculté de stocker les hydrocarbures

dans leurs tissus :

. Mollusques ANDERSON R. D. (1975), EISLER R. (1975), LEER. F
(1975), ZITKO V. (1975), BOEHM P.D. et QUINN J. G. (1976), NEFF J. M. et
coll . (1976}, STAINKEN D. M. (1976).

. Crustacés : EISLER R. (1975), LEE R.F. (1975), TATEM H. E.
(1976), NEFF I. M. et coll. (1976).

. Poissons : OGATA M. et MIYAKE Y. (1975, 1976, 1979),
SMITH P. V. {1954)., MACKIE P. R. et coll. (1972), ACKMAN R. G. et
NOBLE D. (1973).

Les concentrationg dansa des représentants de chaque graoupe
varient dans une tras large gamme de valeurs X la fois avec I'espice animale
et avec la composition de }'hydrocarbure, {tableau n® XVT )

Organismes Concentration d'hydrocarbures
vivants en pug/g de matitre frafche

Mollusques 1 a 900

Crustacés 0.43 40

Poissons 0.32a 300

Tableau n° X¥I Concentrations usuelles d'hydrocarbures dans les organismes
vivants exposés i ces polluants.
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En général, les composés retenus sont ceux qui ont un
point d'ébullition élevé et une trés faible solubilité dans 1'eau. Ainsi

TATEM H. E. (1976) montre que la rétention des naphtalénes par une

crevette, Palaemonetes pugio, augmente au long de la série : naphtalene,

méthyl -naphtaléne et diméthyl-naphtaline.

Dans le tableau n°® XVII, nous avons rassemblé les quantités
d'hydrocarbures retrouvées dans divers organismes vivants, exposés au Fuel

oil n® 2, valeurs tirées de KORTE F. et BOEDEFELD E. (1976);

Organisme vivant Concentration
Algue : Enteromorpha 429
Plante : Spartina 15
Mollusque : Modiolus 218
Mya 26
Pecten 7
Foisson : Fundulus 75
Anguilla 85
Oiseau : Mouette argentée 535

Tableau n® XVII : Concentration des hydrocarbures du Fuel ail n° 2

dans les organismes vivants en  ug/g de matitre frafche

Elimination et métabolisme

Tous les animaux cités dans la littérature ont la faculté
d'éliminer les hydrocarbures qu'ils ont concentrés des que la source de
contamination est supprimée, ou lorsque les animaux sont replacés dans

un milieu sain. La rapidité de 1'élimination dépend de la composition chimique
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du produit pétrolier.

LEE R. F. (1975) note que 1'octadécane est plus rapidement
éliminé que les aromatiques tels que le naphtalene, le benzopyrine.
ANDERSON R.D. (1975), note que 1'élimination totale des hydrocarbures
accumulés dans les huitres (Crassastrea virginica) a lieu en mains de 52

jours. Acune modification biologique n'a &té observée.

Pour LEE R, F (1975) toujours, 1'élimination des hydro-
carbures est plus rapide lorsque ceux-ci ont &té ingérés directement que
sous la forme adsorbée aux algues. L'élimination se fait sans changement des
molécules absorbées. Cependant cet auteur a signalé des possibilités de méta-
bolisme des hydrocarbures par de nombreuses espéces de zooplancton. Les
étapes de ce métabolisme seraient analogues A celles observées chez les

mammiferes.

NEFF J. M. et coll. (1976) montrent que 1'élimination de
50 % des hydrocarbures accumulés par quatre représentants de la faune marine

a lieu en 24 heures.

L'importance des facteurs physiques est non négligeable
car la rétention et 1'élimination des hydrocarbures par les organismes vivants
est un phénomene qui semble dépendre de la température (FUCIK K. W. et
NEFF J. M. 1976), la rétention étant plus grande2 basse températare .

1.2.3.3. Action des hydrocarbures sur le sol

La pollution des sols par les hydrocarbures se caractérise
par la persistance de leurs effets. TONES 1. G. (1977) rapporte que les effets
de la contamination d'un sol par du kérosene sont visibles sept années aprés le
déversement du carburant Selon cet auteur, la pollution d'un sol par les hydro-
carbures se traduit par une diminution de sa perméabilité, d'ot une réduction

des échanges gazeux avec l'atmosphiére et par suité un ralentissement de la
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vitesse de biodégradabilité. Notons que tous les sols et sédiments contiennent
des microorganismes capables de biodégrader les hydrocarbures, le seul
facteur limitant & ce phénomene étant la quantité d'oxygine disponible.

Mc CAULEY R. N. (1966) a noté une diminution de la DBO_ dans les sédiments

5
d'une zone contaminée par les hydrocarbures.

La persistance des produits pétroliers dans le sol constitue

donc une source de pollution chronique des eaux souterraines.

. Action sur la flore terrestre

Tout déversement d'hydrocarbures sur le sol a un effet
nocif pour la végétation . Les esptces végétales n'ont pas toutes le méme

potentiel de survie et de récupération apreés une telle intoxication.

Les mousses et les lichens sont tras sensibles.
HUTCHINSON T. C. et FREEDMAN W. (1975) remarquent trois ans apres
un déversement d'hydrocarbures dans la tundra canadienne que les mousses
et les lichens n'ont pas réapparu. Par ailleurs, ces auteurs notent que la
pollution par les hydrocarbures est particulitrement dévastatrice dans les
zones froides. En effet, par une défoliation des especes végétales sensibles,
il en résulte une diminution de la photosynthese et une réduction des réserves

nutritives qui rendent la plante vulnérable i la rigueur de 1'hiver Canadien.

Pour BAKER J. M. (1970), les effets d'une pollution par
les hydrocarbures sur les plantes varient selon la nature et la quantité de
1'huile mise en cause, des conditions météorologiques, de la saison et de la

plante considérée (son esptce et son &ge). Les effets observés sont :

accumulation des huiles par les végétaux
jaunissement et mort de feuilles imprégnées d'huiles

diminution des jeunes plantes dans chaque espece
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réduction du nombre d'espices annuelles
diverses susceptibilités et vitesses de récupération d'esp2ces

vivaces,

Le gasoil, le kérosdne, le fuel oil et d'autres huiles ont &té
pendant longtemps, et sont encore utilisés, comme herbicides, fongicides ou
pesticides. De nombreuses publications sont apparues concernant les effets
de ces substances sur les "mauvaises” herbes aussi bien que sur les plantes

de culture.

Apres pénétration dans la plante, 1'hydrocarbure chemine
dans le systéme vasculaire et 'espace intercellulaire. Les parois cellulaires
sont endommagées conduisant ainsi 3 une déperdition du contenu cellulaire.
L'hydrocarbure réduit aussi le taux de transpiration probablement par le blo-
cage des stomates et des espaces intercellulaires. La réduction de la photo-
synth2se observée peut avoir une explication analogue, quoiqu'une autre

explication reste plausible 3 savoir la rupture de la membrane du chloroplaste.

Les effets sur la respiration des plantes sont variables. En
général, on constate une augmentation du taux respiratoire probablement da
a un endommagement des mitochondries résultant d'un effet découplant au

niveau de la chafne de transporteurs d'électrons

A nouveau, le facteur physique intervient , la phytotoxicité
d'un mélange d'huile est plus grande quand celle-ci est appliquée en plein
jour lorsque les stomates des plantes sont ouverts. La phytotoxicité est maxi-

mum par temps chaud et ensoleillé§, BAKER T. M. (1970).

Les déversements qui ont lieu 1'hiver sont moins séveres
pour les végétations que les déversements estivaux, ceci est dd A l'absence
de feuilles en pleine activité de croissance pendant la période de déversement.

Les plantes caduques survivent mieux.
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1. 2.3. 4. La pollution de 1'air par les produits pétroliers

Les effets de la pollution de l'air par les hydrocarbures
sont localisés dans les zones urbaines et industrielles. La principale source
de nuisance semble &tre les gaz d'échappement de voitures. Et les effets des
hydrocarbures semblent souvent liés aux produits de réactions qu'ils peuvent

donner avec d'autres polluants.

Ils sont a l'origine de réactions photochimiques dans 1'atmo-
sphére, amplificateurs ou promoteurs du smog oxydant . Comme nous 1l'avons
vu, la présence d'autres polluants comme les oxydes de soufre ou les oxydes
d'azote accélére la dégradation des hydrocarbures donnant lieu 2 la formation
d'aldéhydes, de cétones,- de nitrate de peroxvacetyle et d'ozone. Ces produits

sont impliqués dans les phénomenes irritatifs.

Les gaz d'échappement de voiture sont les grands suspects
dans la différence relative constatée entre la fréquence de cancers du poumon

dans les populations urbaines et rurales, SEVERS R. K. (1975).

La concentration de quelques hydrocarbures dans l'atmosphere
a été donnée (tableau n° XII, page 32 ). Ces concentrations sont parfois
dépassées prés des sources d'émissions. SICE J. (1966), a démontré l'activité
cancérogéne des alcanes et des alcools 4 nombre impair d'atomes de carbone
sur le rat lorsqu'’ils sont associés au diméthyl-7, 12 benzanthracéne. Pour
HORTON A. W. et coll. (1976) : les alcanes de ClZ a C28 qui sont présents
dans l'environnement sont cocancérogenes. Les composés oléfiniques présents
dans 1'air peuvent donner des oxydes d'oléfines. Ainsi on trouve dans l'environ-
nement l'oxyde de styréne, l'oxyde d'éthyléne, 1'oxyde de propyltne, l'oxyde
d'hepttne ; certains de ces composés sont mutagénes et cancérogtnes,

WATABE T. et YAMADA N. (1975).
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Ces composés sont tr¥s stables et inhibiteurs de 1'époxyde-
hydrolase. Leur présence augmente le risque cancérogetne des époxydes par
1'inhibition de leur hydrolyse et 1'augmentation de leur durée d'action,

BURKI K. et coll. (1974). Les époxydes suivants ont une activité cancérogene

prouvée :
. époxy - 1,2 hexadécane
. dioxyde- ], 3 butadiéne

. et les diépoxydes suivants :

CH, - CH - (CH -CH - CH
2\ / Z)n \ol 2

avecn =1, 2, 3, ou4 selon VAN DUUREN B. L. et coll. (1969 & 1972).

1. 2. 3. 5. Ecotoxicologie des hydrocarbures aromatiques légers, cas du

_benzene et du toluéne. Action sur les mammiferes.

Nous avons donc vu, que les solvants aromatiques sont
parfois utilisés pour empé&cher le développement des herbes aquatiques et
des algues filamenteuses dans les canaux d'irrigation. BRUNS V. F. et coll.
(1955) et que les aromatiques monocycliques sont des constituants du pétrole
et de ses dérivés, les essences pour voitures automobiles pouvant contenir

plus de 50 % du poids de ces composés.

A nombre de carbone égal, les aromatiques sont les hydro-
carbures les plus hydrosolubles, et de ce fait, ils peuvent migrer loin de la

source de pollution et d'en étendre les effets toxiques.

Les aromatiques légers constituent la partie la plus impor-

tante de la fraction soluble dans 1'eau de divers bruts et produits pétroliers,
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BOYLAN D. B et TRIPPB. W (1971), et ZITKO V. (1970 et 1975),
KAUSS P. B. et HUTCHINSON T.C. (1975).

Des études géochimiques des hydrocarbures dans les eaux
souterraines en contact des gisements de pétrole ont montré une prédominance
d'aromatiques légers, Mc AULIFFE C. D. (1969), ZARELLA W. M. et coll.
(1963). Ces auteurs signalent par ailleurs la présence de 10 ppm de benzene

dans une masse se trouvant 3 8 km d'un gisement souterrain de pétrole.

Les aromatiques légers étant :

. d'un usage courant,
les plus lents 2 se dégrader , donc présentent un potentiel de
rémanence dans l'environnement,

les plus toxiques, (tableau n°® XVIII)

Composés Concentrations Effets reconnus
Maximales
Tolérables (ppm

_n_éa%_s: 1000 Composés généralement inertes
3 5 biochimiquement, et physiologique-
C6 a C8 500 ment; ce sont de simple "asphyxiants'
oléfines : Des concentrations inférieures A
ethylene 1000 500 ppm sont en général nocives pour
propyléne 1000 les plantes

Aromatiques:

benztne 10 Poisons du systéme nerveux,
toludne 200 vapeurs irritantes pour les mem-
xylenes 200 b ranes muqueuses. (des anomalies
-éthylbenzine 100 h ématologiques liées A l'intoxication
styrene 100 chronique par le benzéne, ont

été signalées)

Tableau n® XVII Concentrations maxirnales tolérables de quelques

hydrocarbures (in BOS R. et call. 1977)
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L'étude bibliographique de l'impact du pétrole et de ses

produits dérivés, nous a montré que :

- dans tous les cas de pollution par des produits pétroliers, les
hydrocarbures aromatiques monocycliques sont impliqués dans les effets
toxiques aigus.

- En général, la toxicité aigue est d'autant plus élevée que la
part des aromatiques 1égers entrant dans leur composition est importante;

ZITKO V. (1970).

Dans cette recherche, nous nous sommes particulizrement
intéressés A une étude &cotoxicologique des deux premiers homologues de la
série des hydrocarbures aromatiques monocycliques, 3 savoir, le benzene et

ie tolugne.

I.2.3.5.1. Rappel de propriétés physicochimiques du benz2ne et du toluzne

Le benzéne et le tolutne sont les deux premiers composés
de la série des hydrocarbures aromatiques monocycliques : leurs formules

chimiques respectives sont : C6H6 et C7H8 ou encore

(O H,

Le benzne est nettement plus volatil et plus soluble dans 1'eau que le toludne ;
ceci est en rapport avec la masse molaire, phénomene général déja signalé

(tableau n°I) .

Ce sont des liquides inflammables, caractérisés par une
odeur aromatique trés forte. Ils constituent une part importante des essences
de voitures, ol leurs gammes de concentrations moyennes sont comprises
entre 2 et 5% pour le benz&ne et entre 10 et 12% pour le toluéne, KORTE F.
et BOEDEFELD E (1978), GOLDSTEIN B. D. (1977) et WALKER P. (1976).
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La concentration de benzene dans l'essence peut toutefois atteindre 16 % en
volume dans des cas particuliers (RUNION H. A. 1975). Pour améliorer

'indice d'octane des essences, les raffineurs favorisent en effet parfois la
synthtse des aromatiques légers. WALKER P. (1976), rapporte que plus de
la moitié€ de la production de toluéne des ETATS - UNIS de 1971 a été incor-

porée dans les essences.

D'un autre c5té, le benzine et le toluéne sont d'excellents

solvants et sont souvent utilisés pour cette propriété.

GOLDSTEIN B.D. (1971), dit du benz&ne que c'est un composé

d'usage tellement courant qu'il est rare de trouver des individus qui n'auraient

jamais inhalé ses vapeurs.

L'industrie chimique aussi se sert de ces deux corhposés
comme matitre premitre pour de nombreuses synthtses ;le tableau n® XIX

montre quelques utilisations industrielles du benzene et du toluene.

Ces deux hydrocarbures seraient produits en quantité
équivalente. Aussi, en 1975, les ETATS - UNIS d'Amérique ont produit
4.5 millions de tonnes de benzdne (GOLDSTEIN B.D. 1977) et 4.5
millions de tonnes de toluéne (WALKER P 1976).

Pour la méme année, la production du benzéne dans les

pays de 1'0 C D E était de 10 000 000 de tonnes.

La pollution par ces composés au niveau de leur production
paraft tres faible et la plus grande source d'émission de ces composés dans
l'environnement se situe au niveau de leur utilisation (DESOILLE H. et coll.

1978).

Aussi WALKER P. (1976) rapporte que la principale source



TOLUENE

BENZENE s——%

Nitrotoluene

Aniline

Acide benzofque

Hexachlorobenzéne
DDT
Anhydride maléique
Cyclohexane
Ethylbenzéne —em———pe Styréne em——e——p { (l:olystyréne
Détergents ) opolymeres
Chlorobenzene Résines phénoliques
Phénol ey Alkyl-phénols
Solvant Caprolactame
Acide adipique
Explosifs
- { Colorants
Polyuréthanes
Phénol

Conservateur pour aliments

Benzaldehyde Plastifiants, initiateur de polymérisation
Parfums et médicaments )
Solvants
Chlorure de benzyle o Parfums
Plastifiante
Germicide
Chlorotoluénes a= Colorants
Saccharine
Acides chloro-toludne sulfoniques . Médicaments
Plastifiants
Ethyltolugne === Résines Colorants

p-Tertiobutyltoluéne

w= Résines

Tableau n°XIX : Applications industrielles du benzéne et du toluéne (d'aprés WALKER P. 1975)

LS
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de pollution par le toluéne est lie 2 1'utilisation de l'essence. L'émission

de toluéne, dans ces conditions. représente 1.7 millions de tonnes par an. Les
déversements de divers produits pétroliers dans 1'Océan, constituent un apport
annuel de 70 A 80 000 tonnes de toluéne dans l'environnement. Quant 3 la
production du coke, elle constitue une autre source de pollution par les aroma-
tiques 1égers, les émissions de toluéne 3 partir de cette source représentant

15 000 tonnes par an.

1.2.3.5.2. Action du benzene et du toluéne sur l'homme et les mammiferes

Intoxications aigues

Le benzene et le toluzdne, comme tous les hydrocarbures,
sont plus liposolubles qu'hydrosolubles ; aussi, les organes riches en lipides
(glandes surrénales, moelle osseuse, cerveau), constituent leurs premitres

cibles.

Compte tenu de leur pouvoir solvant, ils peuvent agir par
contact avec les tissus mous, entrafnant la destruction de 1'organe par la

solubilisation des lipides.

Leur action aigut se manifeste d'entrée par une perturbation
du systtme nerveux central. On note en général, une stimulation accompagnée

d'une excitation de 1'animal puis immobilisation suivie parfois de mort.

Dans le cas du benzéne, LEONG K. J. (1977), signale que
parfois, il y a mort subite de 1'animal exposé par fibrillation ventriculaire,
le mécanisme évoqué ici est une libération soudaine des hormones adrénales
(épinéphrine et norepinéphrine) dans le flux sanguin rendant le myocarde
sensgible A 1'action du benz2ne ; il 8'agit en somme d'un effet comparable 2

la syncope adrénalino-chloroformique.
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. Action tbxique manifestée A long terme

Les actions du benzéne et du toldne différent lors des

intoxications chroniques.

Il est établi que le benz¥ne induit A long terme des anomalies
dans la formule sanguine des individus qui ont été intoxiqués par ce composé

(SNYDER R. 1974 ; LEONG B. K. I. 1977 ; DESOILLE H. et coll. 1978).

Une sensibilisation accrue aux maladies infectueuses lors
d'une intoxication par le benzene avait déji été signalée dés le début du sitcle
par WHITE W. C. et GAMMON A. M. {1914). Cette sensibilisation semble &tre
la conséquence d'une réduction du nombre de leucocytes présents dans le sang

SNYDER R. (1974).

Dans le cas du toluene, bien que des effets identiques A ceux
du benz¥ne aient £té signalés jusqu'aux années 60, il semble qu'ils aient &té
dds 2 1'utilisation de produits non purifiés et qui contenaient du benzine. On

peut rappeler un probléme du mé&me ordre avec le cyclohexane.

En effet, des essais utilisants du toludne pur, n'ont pas montré

de modifications de la'composition sanguine (WALKER P. 1976).

. Métabolisme du benzene et du toludne

a) - élimination en nature et devenir

En général, aprés imprégnation d'un organisme vivant,
deux voies principales se partagent 1'élimination de 80 & 90 % de la dose
pergue :

- élimination du composé sous forme de vapeur dans 1'air expiré,
- élimination du toxique sous forme de métabolites libres ou

conjugués dans les urines
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Aussi 1'élimination du benzéne se fait principalement par

deux voies - 1'air expiré et i'urine , RUSCH G. M. et coll, (1977).

Dans l'air expiré, on trouve principalement du benzéne inchan-
gé. mais on peut trouver du dioxyde de carbone, provenant du catabolisme du

benzéne ; PARKE D. V. et WILLIAMS R. T. (1953).

Dans l'urine, on trouve les métabolistes du benzene i 1'état

libre ou conjugué.

La plus grande volatilité du benztne, comparée A celle du
tolugne, explique qu'il soit plus facilement éliminé que le toluene par les

poumons sous forme de vapeur dans 1'air expiré (tableau n° XX).

Composé Quantité éliminée sous Quantité éliminée sous
forme de vapeur dans forme de métabolites
1'air expiré dans les urines

benzéne 43 2 56% 28 A 33.59%

toludne 20% 80%

Tableau n® XX - Importance relative des voies d'éliminations du benzene

et du toluéne par 1'homme et les mammiféres

b)- transformations dans les organismes

La présence d'un radical méthyle sur le noyau aromatique
dans le toluéne, susceptible d'étre le sitge d'un autre mécanisme de trans-
formation, fait la différence structurale entre les deux composés‘ et leur
confere des voies métaboliques différentes aussi bien chez 1'homme que

chez le mammifere
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Métabolisme du benzéne

i

z Indépendamment de 1a voie d'administration du benz¥ne,

];'homme et 1'animal le métabolisent selon des voies comparables (tableau

#° XXI).

: - par l'animal

z PARKE D. V. et WILLIAMS R. T. (1953) ont administré au
fapin du benz2ne marqué an l4C et ont noté que 80 A 90 % de la dose administrée
par voie orale est &liminée en 3 jours.

- 44.5 % de benzine sont &liminés dans l'air expiré (43 % sous

forme de benzene, et 1.5 % A 1'état de dioxyde de carbone 14COZ)-

- 34.5 % de benz¥ne sont éliminés dans les urines sous forme de
métabolites (phénol : 23.5 % ; quinol (hydroquinone) 4.8 % ; catéchol 2.2 % ;
hydroxyquinol 0.3 % ; acide transmuconique 1. 3 % ; acide phenyl-mercapturique
0.5 % . La quantité de benzene restant dans 'organisrne apres 3 jours repré-

sente de 5 2 10 % de la dose administrée.

- par l'homme

Les études de métabolisme de benzZne par 1'homme se
traduisent par des mesures des quantités de benztne éliminées dans l'air et

des quantités de phénol dans les urines.

TEISINGER T. et coll. (1952), ont noté pour une exposition
a 100 ppm de benztne pendant 5 heures, que :
- 46 % du benzdne inhalé sont retenus par l'organisme.
- 26 % du benzene retenu sont &liminés, inchangés dans 1'air
expiré,
- 61 % sont éliminés dans l'urine sous forme de phénol,
- 6.3 % sous forme de catéchol, et

- 2.4 % sous forme d'hydroquinone



ELIMINATION PAR VOIE AERIENNE

BENZENE @
ACIDE TRANS TRANS

BENZENE ACIDE CIS CIS MUCONIQUE : 1,3%
OXYDE DE BENZENE GLYCOL MUCONIQUE COOH
ACIDE PHENYL

~” COOH

MERCAPTURIQUE coon —— - CO, + H,0
0,5% NH-Ac NN :

S=CH, -CH
: COOH OOH

PHENOL 23550%

HYDROQUINONE OH CATECHOL
5% HO 33 25%
1 g OH HYDROXYHYDROQUINONE
CONJUGAISONS 0,3%

CONJUGAISON ©- CH -{ CHOH Y3~ CH - cooH CONJUGAISON

SULFURIQUE I GLUCURONIQUE
y 0 i 0 & 50%

50 3 100% 080,k

Tableau n°XXI : Métabolisme du benzdne par les mammifares

29
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Métabolisme du toluzne

Le tolu2ne étant un composé moins volatil que le benzine,
son élimination par voie aérienne est nettement plus faible que celle du

benzene.

De la dose regue par l'organisme d'un mammifere, 20 %
sont éliminés sous ‘forme de vapeur par voie respiratoire. Environ 80 % sont &li-
minés par voie urinaire sous forme d'acide hippurique essentiellement.
L'ortho- et le para-crésols, autres métabolites du tolugne, comptent pour 0. 4
a1l L. % de la dose administrée et sont également éliminés dans les urines

(tableau n® XXII).

L 2. 4. Conclusion

Malgré 1'émission importarite de produits pétroliers dans
I'environnement, leurs dispersion et dégradations, tant abiotique que bioclo-
giques semblent éliminer une grande partie sinon la totalité de la nocivité

directe de ces polluants.

Les risques toxiques sont plus A craindre localement dans
les zones atteintes par un déversement massif d'hydrocarbures. Les effets de
ces polluants semblent surtout aigus et observables tant que demeure la

source de pollution.

Les effets d'un déversement massif d'hydrocarbures sont
plus persistants dans le sol que dans 1'eau, et plus persistants dans 1'eaun
que dans l'atmosphdre. D'autre part, dans une eau stagnante, les effets de la
pollution par les produits pétroliers sont plus marqués que dans des eaux

mouvementées.

Les fractions légeres. et plus particulidrement les composés

aromatiques monocycliques, sont reconnus comme les plus toxiques.



ELIMINATION PAR VOIE AERIENNE

H,‘ 20 %

g
- ) N\

OH
v

0,431,1 4 ACIDE JAUNE

\
ACIDE ACETIQUE
+ .
Tableau n® XXIL : Métabolisme du toluene ACIDE PYRUVIQUE

NHCH, COOH

70 & 80 &

+9
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Des composés arcmatiques présents dans les produits
pétroliers, ou dans leurs produits de combustions, ont un pouvoir cancer-

ogene prouvé chez 1'animal.

L'étude des hydrocarbures en toxicologie exp€rimentale
sur les organismes vivants aquatiques a &té entreprise par de nombreux
auteurs dont nous avons résumé les principaux thtmes dans le tableau n®

XXUI).

En général, ces résultats sont difficilement comparables

pour plusieurs raisons :

1. Les produits utilisés ne sont pas les mémes,

2. les esptces animales ou végétales utilisées ne sont pas les mémes,

3. les conditions expérimentales ne sont pas les mémes. Les flacons
destinés aux tests biologiques : tuh=~ A egsais, fioles coniques, cristallisoirs,
ne sont pas standardisés et leur forme varie d'un auteur i l'autre. Les
conditions expérimentales, température, agitation, aération, varient d'un

auteur 2 1'autre.

Pratiquement, dans tous les tests de toxicité des hydrocarbures
sur les organismes aquatiques, la concentration réelle du toxique dans le
milieu semble ignorée. En effet, de nombreux auteurs ont tenté de faire ces
tests de toxicité des hydrocarbures en général, et des aromatiques légers en
particulier ; les résultats obtenus sont imprécis parce qu'ils se rapportent
souvent 2 une concentration en hydrocarbures présumée ¢t dont on ne -sait de
quelle maniktre elle évolue. En effet, les milieux de culture sont mis dans des
flacons qui permettent 1'évaporation et sont le plus souvent agités 2 la main. La
surface d'échange n'est pas fixée, donc l'évaporation n'est pas uniforme, ce
qui rend les résultats peu reproductibles. La dose 2 laquelle sont exposés

les organismes n'est alors forcément pas connue.
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r Organismes Hydrocarbures Auteurs Année
Algues
Chlorella vulgaris Huit produits pétroliers Kauss P. B, et Coll, 1978
et aromatiques monocycliques
Dunaliella tertiolecta Aromatiques légers Dunstan W. M. et Coll. 1975
Skeletonema costatum
Cricosphaera carterae
Amphidi nium carterae
Scenedesmus quadricauda Huiles de lubrification et
Euglena gracilis gasoil Denington V. N. et Coll. 1978
Phaeadactylum tricorniturn | Pétrol brut du Koweit Lacaze J. L. et Coll. 1976
Crgqfacél
Lucifer faxoni Fuel oil n*2 Lee W. Y. et Coll 1978
Penaeus aztecus Mélange d'hydrocarbures Neff J. M. et Coll 1976
Palaerrionetes pugio Aromatiques 1égers Tatem H. E. et Coll 1978
Neopanope texana Pétrole brut Katz L. M. 1973
Tigriopus californicus Benzdine, Essence, et huile Barnett C. J. et Coll 1973.75
Mollusques
Rungia cuneata Mélange d'aromatiques Neff J. M. et Coll 1976
Menidia beryllina Pétrole brut et dérivés Anderson J. W, et Coll 1974
Polssons
Fundulus similus Mélange d'aromatiques Neff J. M. et Coll 1976
Cyprinodon variegatus Pétrole brut et dérivés Anderson J, W, et Coll 1974

Tableau n*XXII[ :Quelques travaux récents sur la toxicité des hydrocarbures aromatiques vis 2 vis

d'organismes aquatiques
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C'est ainsi que la gamme des concentrations létales 50 %
des produits pétroliers vis-A-vis d'organismes vivants, a'étale de 100 ag/t
a plusieurs grammes p;r litre, alors qu'on admet généralement que toutes
les esptces d'une mé&me famille ont 1a m&me sensibilité vis-A-vis d'un hydro-

carbure donné.

Une étude de 1'évolution de la concentration du toxique dans
le milieu expérimental est nécessaire pour permettre d'&valuer les risques

toxiques avec plus de précision.
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CHAPITRE I

MATERIELS ET METHODES

II. 1. TECHNIQUES ANALYTIQUES

Comme en toxicologie classique, la chimie analytique

tient une part importante dans les études écotoxicologiques.

Dans cette étude, nous avons été amené a doser :

- des hydrocarbures tels que : benztne, toludne, xylines,
éthylbenzene et fractions solubles des essences automobiles,

- des phénols,

- de 1'azote sous diverses formes, nitrite, nitrate, ammonium
et dans des dérivés organiques,

- des chlorophylles,

- de I'ATP.

II. 1. I. Dosage des hydrocarbures

La revue bibliographique des méthodes de dosage des hydro-
carbures dans les eaux et dans les milieux biologiques, nous a montré qu'en
général celui-ci est précédé de leur extraction dans des solvants appropriés.

La détermination quantitative dans 1'extrait est alors effectuée soit :

- d'une manidre globale par gravimétrie ou par spectro-
photométrie : infra rouge, ultra violet, etc, . . (CHAMBON P. et CHAMBON R.
1970 ; OUDIN 7. L. 1972 ; ANDERSON J. W. ét coll. 1974 ; BURWOOD R. et
SPEERS G.C. 1974 ; MESTERS R. et coll. 1975 ; ZITKO V 1975 ; NEFF J. M.
1976 ; SDIKA A. et CABRIDENC R 1976 ; TATEM H. E. 1978).
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- d'une manitre sélective par chromatographie-liquide ou
en phase vapeur (EHRHARDT M. et BLUMER M., 1972 ; DUNSTAN W. M.
et coll., 1975 ; FARRINGTON J. W. et MEDEIROS G. C. » 1975; MILES D. H.
et coll., 1975 ; BOEHM P. D. et QUINN 1. G., 1976 ; LEE W. Y. et coll.,
1978).

En général, le dosage apres extraction ne donne pas de
résultats satisfaisants pour les substances volatiles telles que les aromatiques
monocycliques ; parce que :

a) - L'extraction n'est jamais complete.
b) - Elle est entachée de pertes par les coévaporations

avec le solvant au cours des opérations de concentrations.

Pour doser les composés volatils d'autres méthodes ont &t&
développées telles que :

a) - L'entrafnement par un gaz inerte suivi de piégeage
par des adsorbants ou absorbants appropriés A basse température, et enfin
désorption ou désorbtion dans une colonne de chromatographie (SAUNDERS R. A.
et coll., 1975).

b) - ou encore, la méthode de Head Space qui consiste
2 analyser la phase vapeur en équilibre avec le milieu & examiner dans une

enceinte de volume réduit,.

Au cours de ce travail, nous avons adapté pour le dosage des
hydrocarbures légers par chromatographie en phase gazeuse, la méthode du
Head Space (HS) dont le principe a déjA &té adopté pour diverses applications
par de nombreux auteurs (Mc AULIFFE C.; 1971 ; WITHEY R. J. et MARTIN L.
1974 : HACHENBERG H. et SCHMIDT A. P., 1977 ; OGATA M. et MIYAKE Y.,
1979).

Le matériel que nous avons utilisé pour le Head Space es:
1'ensemble Mininert valves, 14.ml Screw Cap vial, références n° 10140 et
13 043 de Pierce Eurochimie B. V. P. O. .Box 1151, Ro.tterdam. HOLLANDE,
préconisé par WITHEY R. 1. et MARTIN L. (1974)
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II.1. 1. 1. Dosage des hydrocarbures dans les milieux de culture et d'élevage

Dans le flacon du Head Space, on introduit successivement :

- 0.5 g de sulfate de sodium,

- 0. 2 ml d'une solution aqueuse d'un hydrocarbure différent
de celui qu'on veut doser et qui sert d'étalon interne,

- 1 ml du milieu A doser.

Le flacon est obturé A 1'aide d'une valve Mininert, dans la
position fermée, puis il est placé dans un bain-marie thermostaté, maintenu

a 40°C.

Les dosages chromatographiques sont effectués au moins

une heure plus tard.

Le prélévement des vapeurs A analyser est effectué A travers
la valve Mininert dans la position ouverte, 2 1'aide de seringues gas tight

"Hamilton" type 1 750 LT et 1 001 LT.

Les volumes de vapeur injectés dans le chromatographe,

sont en général de 0.5 ml.

Les analyses sont toujours effectuées sur des séries

comportant un minimum de 18 flacons du Head Space.

Chaque série d'analyse comporte obligatoirement une gamme

étalon et 3 flacons par solution inconnue & doser.

. Conditions d'analyses chromatographiques

Les analyses sont effectuées sur des chromatographes,

modeles IGC 112 et IGC 16, fabriqués par Intersmat, équipés de détecteurs 3



71

3 ionisation de flamme.

- le dosage des hydrocarbures isolés est effectué sur
le modele IGC 112 ; les conditions opératoires pour le benzéne et le toluéne
sont

Colonne : en verre, diametre 1/4 de pouce, longueur 1.8 m,

garnissage : 10 % DC 200 sur chromosorb,80/100 mesh.
Température : injecteur 105 °C, four 95°C et détecteur 140°C

Débits : gaz vecteur (azote) = 40 ml/mn ; hydrogéne 100 ml/mn

et air 300 ml/min.

Pour l'analyse des xyleénes et de 1'éthyl-benzene, toutes les
températures ont été élevées de 20°C pour réduire la durée des analyses et

améliorer la sensibilité.

- le dosage des mélanges d'hydrocarbures tels que'
l'essence auto est effectué sur lé modtle IGC 16, les conditions opératoires
sont alors :

Colonne : acier Inox, diamtre 1/8 de pouce, longueur 3 m,

garnissage 15 % TCEP + 15 % PEG 400 sur chromosorb P NAW 80/100 mesh.

Température : injecteur 120°C, four (en programmation
de température : température initiale 55°C maintenue pendant 10 minutes,
temnérature finale 140°C maintenue pendant 20 minutes, vitesse de montée

de température 10°C/min), détecteur 170°C.

Débits de gaz : azote 40 ml/min, hydrogtne 100 ml/min,

air 300 ml/min.
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II. 1. 1. 2. Dosage des hydrocarbures dans les milieux biologiques

Le principe de dosage est le m&me que pour les milieux de

culture et d'élevage, c'est A dire par l'application de la méthode du Head Space,

Dans un flacon HS préalablement taré, on introduit une
certaine quantité de matidre frafche 3 doser : algues, daphnies, ou morceau
de poisson. Apris avoir déterminé le poids de matidre biologique introduit
dans le flacon, on ajoute environ 1 g de perchlorate de magnésium et 0. 05 ml
d'une solution aqueuse d'un hydrocarbure qui joue le role d'étalon interne
{celui qui n'est pas dosé dans la circonstance, exemple : dualité benzene-

toludne).

La gamme étalon est dans ce cas effectuée de la manidtre
suivante :
Dans des flacons du Head Space, on introduit :
- 1 g de perchlorate de magnésium,
- des quantités variables de solutions aqueuses d'hydro-
carbures, A doser de manitre A couvrir le poids et la concentration de la
matidre biologique, ‘

- 0. 05 ml de la solution aqueuse d'étalon interne.
Les flacons sont ensuite refermés par des valves Mininert
et maintenus pendant 2 heures dans une étuve A 80°C puis une demie-heure

32 40°C dans un bain thermostaté.

Le prélévement de vapeur et le dosage chromatographique

sont effectués comme précédemment.

II. 1. 2. Dosage des phénols

Les phénols, métabolites reconnus du benzine ont été

recherchés systématiquement dans les milieux contaminés par cet hydrocarbure.
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11.1. 2. 1. Dosage des phénols totaux

Le dosage des phénols totaux (exprimés en mg/l de mono-
phénol) a été& effectué sur Autoanalyseur Technicon par la méthode A 1'Amino-

4 antipyrine, dont le principe consiste en :

Une codistillation des phénols en milieu acide phosphorique
et leur révélation dans le condensat par 1'Amino-4 antipyrine en présence
d'un tampon alcalin contenant du ferricyanure de potassium ; en présence de

phénols, le complexe rouge obtenu est photométré 3 505 nm.
Cette méthode est plus sensible avec les monophénols qu'avec

les diphénols ; en présence de leur mélange, les résultats sont toujours obtenus

par défaut comme le signalent JACQUEMAIN R. et coll. (1975).

I1.1.2. 2. Caractérisation des phénols

La détermination qualitative des phénols produits dans le
milieu est faite par chromatographies sur couche mince dans les conditions

suivants :

~ Extraction des phénols des milieux de culture

Les milieux biologiques sont d'abord filtrés sur membrane
filtrante millipore 0. 45 pm. Le filtrat est ensuite acidifi€ 2 pH 3 par l'acide
phosphorique dilué puis additionné de chlorure de sodium 2 raison de 50 g/l
Les extractions sont assurées soit par 1'éther diisopropylique, soit par le

chlorure de méthyléne.

La solutiom organique séparée, puis séchée sur du sulfate de
sodium anhydre, est ensuite filtrée, puis évaporée i sec dans un rotavapor

Buachi 2 35°C et sous un vide assuré par une trompe a eau.
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Le résidu sec est repris dans I ml d*acétate de méthyle

puis analysé par chromatographie.

- Dosage chromatographique

En chromatographie sur couche mince, nous avons utilisé
les feuilles d'aluminium pour CCM couvertes de gel de silice 60 de chez
Merck. Le solvant de migration choisi est un mé&lange préconisé par
RANDERATH K. (1971), A savoir, benztne/méthanol/acide acétique dans les
proportions 45/8/3.

Les révélations sont effectuées soit par la benzidine diazotée

soit par la paranitraline diazotée.
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II. 1. 3. Dosage des ions nitrites et nitrates.

Le dosage des ions nitrites et nitrates est effectué sur les
milieux filtrés sur membrane filtrante millipore 0. 45 um HAWP 02500 avec

l'autoanalyseur Technicon.

Le dosage des ions nitrites est effectué de la manidre
suivante : en milieu acide, les ions nitrites donnent avec le sulfanilamide
un composé diazoté, qui par copulation avec la N1 naphtyl-éthylene diamine,
donne une coloration rouge dont on mesure l'intensité par colorométrie 2 la

longueur d'onde de 550 nm

Les nitrates sont réduits en nitrites,par le sulfate d'hydrazine

en présence de sulfate de cuivre, dosés de la m&me manitre que précédement.

La quantité de nitrate dans le milieu eat donnée par la

différence entre les dosages des nitrites avant et apres réduction des nitrates.

I1. 1. 4. Dosage de 1'azote organique

Le dosage de 1'azote organique est effectué sur les milietix
de culture totaux. L'azote organique est transformé en sel d'ammonium par

minéralisation selon la méthode de Kjeldahl décrite dans Standard Methods (1971).

L'ammoniac est dosé par 1'autoanalyseur technicon selon
la réaction de Berthelot ; les sels d'ammonium donnent avec le phénol en
milieu sodique et en présence d'hypochlorite de sodium une coloration bleue

qu'on mesure par photométrie

I 1 5 Dosage de la chlorophylle, voir page 83
I1'1 6 Dosage de I'ATP, voir page 84




76

II.2. MATERIEL BIOLOGIQUE
Nous avons retenu pour nos essais quatre esptces d'organismes
vivants, trois d'entre elles existant au laboratoire et ayant déja été proposées

par 1l'Institut Européen d'Ecologie (1976), et &tant susceptibles de former une

chafne alimentaire A trois niveaux. Ces éspdces sont :

- Chlorella wilgaris B., souche 211/11b Cambridge : algues

chlorophycées, unicellulaires, elles constituent le niveau producteur.

- Daphnia magna St., souche IRCHA ; ces crustacés

cladoc®res constituent le niveau consommateur primaire,.

- Leucaspius delineatus Heck, un poisson cyprinidé, appelé

able de Heckel ; il constitue le niveau consommateur secondaire.

La quatrieme esptce choisie est un autre consommateur

secondaire : & Brachydanio rerio Hamilton Buchanan, cyprinidé appelé

parfois le poisson ztbre. Ce poisson est adopté par 1'Asscciation Francgaise

de Normalisation (AFNOR) pour les essais de toxicité aigue (norme T 90 303).

Nous l'avons utilisé comme référence pour situer la
sensibilité de 1'able aux hydrocarbures, mais si pour la plupart de nos tests
nous avons utilisé 1'able, c’est en raison de sa facilité d'obtention et de son

meilleur prix dans la région.

Les trois esptces retenues ob&issent A des critéres que
nous nous sommes fixés, A savoir :

- obtention rapide et aisée en tout temps de quantités
suffisantes et homogtnes de chaque espece.

- tolérance mutuelle des individus d'une méme eepice

(absence de cannibalisme).
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- quantification possible des réponses vis-A-vis des toxiques.
- constitution possible d'une chafhe alimentaire expéri-
mentale & 3 niveaux (le poisson peut se nourrir de daphnies et celles-ci

peuvent se nourrir de chlorelles).

D'autre part, ces esptces sont particulidrement intéressantes
parce que toutes les trois ont déji servi dans des tests de toxicité des produits
pétroliers : Chlorella vulgaris par KAUSS P. B. et HUTCHINSON T. C. (1975) ;
Daphnia magna par DOWDEN B. F. (1965) ; ROTHSCHEIN J. (1970) ;
Leucaspius delineatus par ROTHSCHEIN J. (1970).

11.2.1. Les algues

Au niveau des producteurs, nous avons utilisé 1'algue

Chlorella vulgaris B., souche 211/11b du Centre de culture d'algues et de

protozoaires de CAMBRIDGE. C'est un organisme eucaryote, unicellulaire,
solitaire, non flagellé, de forme sphérique, dont le diam2tre est compris

entre 2 et 10 um,

Cette forme est particulidrement intéressante, car elle rend
plus simple 1'observation précise de 1'évolution des cultures d'algues par un

compteur de particules.

La reproduction, n'est pas sexuée ; elle se fait de fagon
végétative, par la libération de 2,4,8 ou 16 autospores, A partir d'une cellule

mdre (BAYEN M., 1975).

Cette algue a aussi 1'avantage d'8tre bien connue, puisqu'elle
a fait 1'objet de nombreuses &tudes tant du point de vue biochimique que physio-
logique (PEARSALL W.H. et LOOSE L. 1937 ; STEEMAN NIELSEN E. et coll.
1962 ; KESSLER E. et coll. 1963 ; BAYEN M. 1975 ; PRATT R. 1943).
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Chlorella vulgaris a également été utilisée dans les tests

de toxicité de composés chimiques variés par de nombreux auteurs, et en
particulier par KAUSS P. B. et HUTCHINSON T. C. (1975) qui ont étudié sa

croissance en présence de produits pétroliers.

I1.2. 1. 1. Mode de culture

Le milieu de culture choisi est le milieun LEFEVRE-CZARDA
modifié par l'incorporation d'oligo-éléments tel que celui utilisé par
LEPAILLEUR H. et coll. (1973) et par FERARD J. F. et MUGEL M. (1978)

et dont la composition est donnée dans le tableau n® XXIV.

Composés Concentration Composés ‘|Concentration

( mg/1) (mg/1)

Ca (NO3)Z. 4HZO 40 Cu SO4. 5H20 0. 0015

K NO3 100 (NH4)6M°7OZ4 0.03

Mg SO4. 7HZO 30 Zn 504. 7H20 0.03

KZHPO4 40 Co Clz. 6H20 0.03

Citrate de fer 0.8125 Mn (NO3)Z, 4H20 0.03

Sulfate de fer 0.3125 c6H807' HZO 0.03

Perchlorure de fer 0.3125 H3BO3 0.03

Tableau n® XXIV : Composition du milieu de culture des algt_x» es
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Le déroulement des eseais se fait dans des pi2ces thermo-
statées, la température étant maintenue 3 20°C * 0.5°C ; les cultures sont
éclairées par des tubes fluorescents GROLUX (Sylviana Lifeline) F 40 T
12/GRO. L'intensité de 1'éclairage incident A la base des flacons de culture
varie de 1 200 2 1 600 Lux.

Une photopériode jour-nuit de 16/8 a été adoptée pour tous
les essais (2 l'exception de ceux au cours desquels l'influence de la lumizre
sur la toxicité des hydrocarbures vis-2-vis des algues a été &tudiée). Cette

photopériode est intéressante parce qu'elle représente un intermédiaire entre :

- la photopériode 20/4 qui permet une croissance rapide
des algues, mais un mauvais synchronisme : les algues des différentes cultures
ne se divisent pas au m&me moment ; les histogrammes des tailles des cellules
différent d'une culture A 'autre, ce qui rend moins aisée 1'exploitation des

résultats.

- la photopériode 12/12 ol le synchronisme des cultures est
bon mais la croissance algale est plus lente, ce qui allonge la durée des

expériences.

Les cultures d'algues sont faites de mani2re axénique. La
verrerie et les milieux de culture sont stérilis€s au préalable A 1'autoclave

pendant 30 minutes A 2. 5 Bars.

L'inoculum est fait 2 partir d'une culture témoin en phase de
croissance rapide, celle-ci étant suffisamment dense pour donner une concen-

tration initiale de 1 3 2 x 10® cellules /ml.

L'entretien de la souche est assuré par des repiquages
fréquents, afin d'avoir toujours disponible, au laboratoire, des cultures

témoins en phase de croissance rapide (dge - 5 2 6 jours).
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L'influence de la richesse de l'inoculum a également été
étudiée, ce qui nous a permis d'adopter pour la plupart de nos essais la
concentration initiale de 1 A 2 x 106 cellules/ml. C’est celle qui donne la
meilleure réponse vis-4-vis des produits pétroliers dans un délai de temps

suffisamment court (4 3 5 jours).

Les produits pétroliers sont ajoutés soit directement, soit
sous forme d'une solution aqueuse saturée. Mais dans tous les cas, ils sont
ajoutés en dernier lieu, afin d'éviter leur évaporation au moment de 1'inocu-

lation.

Les cultures subissent une agitation continue sur un agita-

teur mécanique (NBS modtle G 10) réglé A 150 oscillations par minute.

Deux modes de culture ont été retenus .

1 - Culture en fioles coniques erlenmeyers de 125 ml,
bouchées a 1'aide de coton cardé : cela permet les échanges gazeux entre le
milieu de culture et le milieu extérieur, donc permet 1'évaporation des sub-
stances volatiles et simule ainsi 1'action des toxiques dans 1'environnement.

2 - Culture en fioles coniques erlenmeyers de 125 ml ou
300 ml a col rodé, bouchées A 1'émeri ; celles-ci constituent des systémes
fermés aux échanges de matitre entre le milieu de culture et 1'environnement,

ce qui permet de mieux apprécier 1'action des toxiques volatils.

II. 2. 1. 2. Paramdtres permettant 1'évaluation de la croissance algale

L'examen des variables extensives, couramment utilisées
pour apprécier la croissance algale, & savoir :

- nombre de cellules,

- volume total des cellules,

- poids de matidre seche,



81

- dosage de pigments chlorophylliens, et

- opacimétrie

montre que les corrélations de ces variables, deux A deux, présentent des
fluctuations qui dépendent de 1'4ge et du mode de culture. La meilleure
corrélation qu'on peut obtenir est celle qui lie le volume total des cellules au

poids de matitre stche dans des volumes égaux de la méme culture.

Ce résultat est général pour tous les microorganiemes.
Aussi, par exemple, pour les taux de croissance élevés, on constate en
général un accroissement de la masse moyenne des microorganismes dq a
une synthtse de ""machinerie" cellulaire avant la reproduction,
(WILLIAMS F. M. 1971). Pour les algues, ceci se traduit par une grande
production de chlorophylle qui constitue une partie importante de cette

"machinerie".

Les graphiques de la figure n° 4 représentent les covar-
iations du taux de chlorophylle, du poids de matidre siche et du nombre de
cellules, en fonction du temps pour Chloreila erenoidosa'Chick de la collection
de l'université de Indiana (WILLIAMS F. M. 1971).

~N
w

Figure n® 4 :
Covariation de la
teneur en chloro-

phylles (@ ), de la
biomasse (M) et du

Volume cellulaire moyen
~
°

nombre de cellules 15
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taux de croissance en hr-!}
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Au cours de cette étude, les effets d'une substance toxique
sont appréciés par les différences entre cultures intoxiquées et cultures

témoins effectuées simultanément dans les mé&mes conditions.

L'évolution des cultures témoins et intoxiquées est suivie

- systématiquement par la numération des cellules 4 1'aide
d'un compteur de particules "Coulter" et par 1'exploitation de 1'histogramme de
taille des cellules qui permet de visualiser le synchronisme des cultures, et
de calculer le volume total des cellules par unité de volume du milieu de
culture. Le calcul du volume total de cellules n'est nécessaire qu'en cas de

non synchronisme.

- quand c'est nécessaire, les paramtres suivants ont été

également évalués :

dosage des pigments chlorophylliens aprés extraction,
évaluation de 1'azote nitrique disparu,
dosage de l'azote organique synthétisé,

mesure de la densité optique des cultures.
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1I.2. .2.1. Numération des cellules

La détermination du nombre de cellules par unité de volume

est faite par le compteur de particules ""Coulter", modtle ZB (Coultronics).

Une partie aliquote de la suspension algale (0. 0523 0.2 ml),
dont on veut &valuer la concentration, est diluée dans 25 ml d'un électrolyte
standard, dépoussiéré, préconisé par Coultronics (Isoton II). Le comptage

est effectué sur 0. 5 ml de la suspension diluée dans 1'2lectrolyte.

Le réglage de l'appareil est fait de telle sorte que toutes les

particules de diam2tre supérieur ou égal 2 2 um, soient prises en compte.

11. 2. 1. 2. 2. Extraction_et dosage des pigments chlorophylliens

Chlorella a la réputation d'avoir une paroi cellulaire trts
résistante, ce qui rend difficile et incomplite l'extraction des pigments
chlorophylliens de cette algue, par les solvants couramment utilisés, corame
1'acétone 90 % et le méthanol pur (FERARD J. F. et MUGEL M. 1978 ;
WILLIAMS F. M. 1971 ; STEEMAN NIELSEN E. 1961).

Nous avons cherché un solvant qui donne une extraction
complite et rapide des pigments chlorophylliens. Notre choix s'est porté sur
le DMSO (diméthysulfoxyde) qui donne une extraction complete de la chlorophylle

en 30 minutes.

. Mode opératoire : 10 ml de la solution alga.le 2 doser sont
filtrés sur membrane filtrante millipore 0. 45 um/HAWP 02500. La membrane
filtrante est introduite avec les algues dans un tube A essai. On ajoute ensuite
du DMSO et le tube est agité pendant | minute environ jusqu'a dissolution
complete du filtre. Apres 30 minutes de repos dans 1'obscurité, la densite

optique de la solution est mesurée par l'intermédiaire d'un spectrophotometre



84

optique Perkin Elmer 2 double faisceau modele Coleman 124 D 3 des
lumitres de longueur d'onde 665 nm, 645 nm et 750 nm, comme pour les
dosages classiques de la chlorophylle. ( STANDARD METHODS 1971,
RODIER 1. 1974).

Nous avons surtout cherché 3 comparer les cultures traitées
aux cultures témoins, effectuées dans les mé&mes conditions, sans déterminer

la quantité exacte des pigments dans chaque culture.

I1.2. 1. 2. 3, Dosage de I'ATP

Le comptage des algues par le compteur Coulter donne
le nombre de particules en suspension dans le milieu analysé sans distinction
entre cellules vivantes, cellules mortes, fragments de cellules ou autres

particules inertes en suspension dans le milieu.
Il en va de mé&me de la mesure du poids de mati2re siche.

La détermination de la biomasse par son activité, tel que
le dosage de I'ATP par exemple, est un excellent moyen d'apprécier les effets

immédiats d'un toxique.

Principe : I'ATP (ou Adénosine Triphosphate) est une
molécule fondamentale dans les activités biologiﬁues :
- elle est synthétisée au cours de la chaine de réactions
d'oxydation des substrats, et son utilisation par la cellule est immédiate.

- elle est absente de toute cellule morte.

Donc son dosage dans un milieu est une mesure de la biomasse

et de son activité dans ce milieu, (BAUDIN G. et SANTONI B. 1977).
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Le dosage est effectué par voie enzymatique. En présence
d'ions magnésium MgH' et d'ATP, la luciférine est oxydée par 1'oxygene
de l'air sous l'action catalytique de la luciférase. La réaction s'accompagne
d'une émission de photons. L'intensité de lumidre ainsi produite est propor-

tionnelle 2 la quantité d'ATP.

Mode opératoire : La mesure de I'ATP comporte deux

étapes : l'extraction et la mesure.

a) - Extraction de I'ATP

L'extraction est faite par une solution de DMSO A 90 %
dans de l'acide morpholino-propane sulfonique (ou MOPS) 0.1 M, de la
manidre suivante :

Dans un tube 2 essai de 50 ml sont introduits :

- 1 ml de la culture d'algues 2 doser, et 9 ml de la solution

DMSO - MOPS.

- apres agitation de 30 secondes, et un repos de 2 minutes,

on ajoute 40 ml de tampon, DMSO - MOPS.

Les tubes sont placés dans un congélateur, immédiatement

apres leur préparation.

Les mesures sont effectuées en série aprts la préparation

de tous les échantillons 2 doser.

b) - Mesure de 1'ATP

Une solution de réactifs contenant le complexe Luciférine-

Luciférase et les ions Mg++ est préparée extemporanément.

La lecture est faite en ajoutant 0 1 ml de la solution de
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réactifs 3 1 ml de 1'extrait placé dans 1'appareil de mesure (Luminescence

Biometer 760 DUPONTS Instruments).
Nous avons exprimé la quantité d’ATP dans les milieux

intoxiqués en pourcentage de la quantité d'ATP présente dans le m&me volume

d'une culture témoin effectuée dans les m&mes conditions.

I1. 2. 2. Les consommateurs primaires

L'esptce adoptée 2 ce niveau est la daphnie. (Daphnia magna
Str., souche 1820 fournie par 1'IRCHA).

C'est un crusatcé qui peut atteindre 3 1'état adulte la taille
de 5 mm. La daphnie vit habituellement dans les eaux stagnantes ou 2 cours .

lent des zones tempérées.

C'est un organisme filtreur qui se nourrit de matitres en

suspension telles que : algues, bactéries, ou détritus de végétaux

Dans les conditions optimales de température et de milieu,
l'espérance de vie d'une jeune daphnie est de 45 jours, et la reproduction se

fait essentiellement par voie parthénogénétique.

La daphnie peut pondre en une seul fois de 1 & 40 oeufs
qui vont séjourner et se développer dans une poche incubatrice dorsale. Au
bout de 2 ou 3 jours, les jeunes daphnies vivipares sont évacuées dans le
milieu ambiant. Elles commencent A leur tour A se reproduire i partir du

lOéme jour de leur vie.

Une des praticularités de la daphnie est son systeme de

régulation du taux de 1'hémoglobine dans le sang. Ce dernier varie dans les



87

proportions de 1 4 20. selon la quantité d'oxygdne disponible dans le milieu.
Elle peut tolérer des milieux ol la concentration de 1'oxygene dissous peut

descendre jusqu'a 15 % de la saturation. FOX H. M. (1957)

II. 2. 2. 1. Conditions d'élevage :

Les élevages sont effectués dans une pidce thermostatée,
a20%t0.5°C. La photopériode jour/nuit de 16/8 a §té choisie pour 1'éclairage

de cette pitce, l'intensité lumineuse étant maintenue 3 environ 400 Lusx.

Le milieu d'élevage est constitué par un mélange d'eau de
source (Volvic, source Clairvic) et du milieu LC + oligo (milieu de culture
des algues) dans les proportions 3/5 + 2/5 , comme celd a déja &té utilisé
par ailleurs ( FERARD J. F. et MUGEL M. 1978). .

Les daphnies sont nourries par‘des chlorelles. Un certain
nombre d'auteurs : BOURNE N.F. (1959) ; Mc MAHON J. W. et RIGLER F. H.
(1963) ont établi que 1la daphnie a besoin de 0.2 3 0.5 106 chlorelles par
individu et par heure. Dans nos expériences, la ration alimentaire des daphnies
a été portée 2 1 x 106 cellules par individu et par heure, afin que la nourriture

ne soit pas un facteur limitant.

Les milieux d'élevage sont renouvelés au moins une fois par
semaine ; les €levages sont gérés de manitre A avoir pour chaque essai de

toxicité des lots homogetnes de jeunes daphnies.

L'dge des jeunes daphnies utilisées dans nos eéaaia. est
sauf pour des études particulidres, de 6 & 7 jours. Cette tranche d'age est
particulierement intéressante car elle se situe avant la premidre portée

et permet, tout en réduisant la durée des expériences de voir 1'effet des

toxiques sur la reproduction.
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I 2 2 2 Parameétres d'étude d'une population de daphmes

12221 L'immobilité

C'est le « ritere habituellement pris en ~onsidération dans les
tests daphmes, normalises comme la norme AFNOR T 90 301 (1974). 1l est
considéré cormnme représentatif de la m-‘-rtahté car, dans de nombreux
cas d'intoxications, l'tmmobilité est {rréversible Sa représentativité du
critére de mort est discutable dans le cas d'intoxication par des composés
volatils tels que les hydrocarbures légers . en effet des daphmes, méme
immobilisées pendant un ou deux jours, peuvent récupérer et se remettre i

nager normalement si la concentration de toxique n'est pas trop élevée.
Dans nos essais, nous avons surtout tenu compte .

1) du taux de reproduction

2) de 1'évolution du poids des daphnies

H.2.2.2. 2. Evaluation du taux de reproduction

Le taux de reproduction est appliqué aux daphnies qui
arrivent A la maturité sexuelle . il s'exprime par le nombre de petites daphnies

produites par daphnie adulte présente et par jour

Dans la plupart des cas, les petites daphnies produites ont
été comptées tous les deux jours et isolées du milieu des adultes . les daphnies

mortes au moment du comptage, ont également été comptées et 1solées du milieu

Dans nos expériences. nous avons rapporté le nombre de
petits produits au nombre de daphnies m&res vivantes, au moment d'un comptage
et A 1'1ssu du comptage précédent, divisé par le nombre de jours séparant les

deux comptages, soit
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(Dt+ D} (t - t-1)
x
2 24
Ou:
T = taux de reproduction
P, = nombre de petits comptés au temps t
Dt = daphnies meres vivantes au temps t
Dt-l = daphnies méres vivantes au temps t-1
t = moment du comptage actuel (heures)
t-1 = instant du comptage précédent (heures)

IL. 2. 2. 2. 3. Evaluation du poids des daphnies

La comparaison des poids de daphnies intoxiquées et témoins
élevées dans les m&mes conditions, est un citére qui traduit la prise de nour-

riture, ou l'état métabolique général.

Les daphnies sont isolées de leur milieu, puis lavées sur un
filtre avec du milieu d'élevage puis avec de l'eau déminéralisée . 1'élimination

de l'eau est assurée par son soutirage rapide A 1'aide d'une pompe.

Les daphnies ainsi lavées et séchées, sont comptées et
pesées, le poids ainsi mesuré constitue le poids de matitre frafche { c'est
sur cette mati¢re que sont effectués les dosages des divers hydrocarbures,

car un séchage plus poussé entrafnerait leur évaporation).

Pour la détermination du poids de matitre seche, les
daphnies lavées et séchées comme précedemment sont mises dans un
verre de montre puis placées dans une étuve i la température de 105°C
pendant 4 heures . aprds refroidissement dans un dessicateur, les

daphnies sont comptées et pesées.
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I 2 3 Les consommateurs secondaires

Au niveau consommateur secondaire, nous avons choisi
un cyprimdé§, l»'ai)le de Heckel (Leucaspius delineatus H ) . C'est une espéce
grégaire qu affectionne les eaux calmes et A cours lents. Elle vit principa-
lement en Europe Centrale et Orientale Mais on la rencontre également en
France, dans les départements du Nord et du Nord-Est. Elle se nourrit d'algues
et de zooplanctons La période des portées se situe au printemps. .La taille

de ce poisson peut atteindre 5 3 8 cm et sa durée de vie est d'environ 3 ans.

II.2. 3.1 Conditions d'élevage

Les ables que nous avons utilisés proviennent d'un étang
artificiel de 8. 4 hectares, situé 3 80 km au nord de Metz, dans une région
agricole que l'on suppose indemne de toute pollution. Ils vivent en bandes
importantes, servent de poisson fourrage et sont trés appréciés comme vif

pour la pé&che 2 la truite.

Des leur arrivée, les poissons sont acclimatés aux conditions
du laboratoire - température, eau, nourriture Les élevages sont réalisés
dans une pitce prévue 2 cet effet, thermostatée 3 13°C [ls sont placés dans
des aquariums (50 x 50 x15), 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.

II.2 3. 2. Parametre d'étude

Le seul critére biologique retenu pour 1'évaluation des

risques toxiques vis & vis de l'able est la mortalité, critere simple, et

facile A apprécier
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CHAPITRE Il

EVOLUTION ABIOTIQUE DE LA CONCENTRATION
DES HYDROCARBURES DANS L'EAU

I1 est établi en toxicologie classique, que les parametres,
dose et durée d'action d'un toxique sont déterminants d'un effet biologique

donné

Quand la conceatration du toxique appliqué A un organisme
vivant n'est pas constante mais &volue au cours du temps, les effets biologiques
observés sont étroitement 1liés A la concentration 1initiale et 3 la manizre dont

elle évolue

I11.1 GENERALITES

La thermodynamique nous apprend que les gaz ont tendance
3 occuper tout le volume qui leur est offert Ainsi 1'émission de tout polluant

volatil se poursuit par sa diffusion et sa répartition dans 1'environnement

Un hydrocarbure déversé dans 1 'eau ou sur le sol aura donc
tendance a s'évaporer La vitesse d'€vaporation peut &tre exprimée par une lox

de la forme

4C |
dt -K(pi-plm)c

C «oncentration de 'hydrocarbure dans le milieu
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t le temps

K coefficient dependant des conditions expérimentales

pression partielie de I'hydrocarbure dans l'atmosphere a

une grande distance du lieu de deversement,

P, tension de vapeur de |I'hydrocarbure 2 I'interface liquide-
vapeur. la variation de p avec la température est donnée par

1'équation de Clausius ‘‘lapeyron d In(P) 4T = L/RTz

La vitesse d'évaporation peut &tre exprimée également
par une loi plus générale qui décrit (e transfert de masse entre deux phases
(PERRY R H et CHILTON C H 1973) En effet . quand on introduit un
soiuté dans l'une des deux phases (L et G) en contact, celui-ci1 a tendance
A se répartir entre ces deux phases; la vitesse de migration du soluté est

donnée par la relation

dx R - .
K, (x - x) Ky, - v)
dt
ou
KL coefficient de transfert dans la phase L
KG coefficient de transfert dans la phase G
x concentration du soluté dans !a phase L, loin de 1'interface
x concentration du soluté dans la phase L. 2 1'interface
v, concentration du soluté dans la phase G, 2 l"interface
y concentration du soluté dans la phase G, loin de 1"interface
dx .
=, variation de la concentration du soluté dans la phase L au
dt P
cours du temps.
interface
phase L phase G
4 “\\
N
x n
1 -
Y. y
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L'intégration des deux équations précédentes conduit 2

l'expression suivante :

ou :
C : concentration de 1'hydrocarbure restant dans le milieu au
temps t
Co : concentration initiale de 1'hydrocarbure dans le milieu
A :une constante dépendant des conditions opératoires telles que -

agitation, température, aération, surface d'échange,

II1. 2. Parametres influenc¢ant 1'évolution de la concentration d'un hydrocarbure

dans 1'eau

Il est établi en génie chimique que les phénomines d'échange
de matitre entre deux phases sont influencés par plusieurs paramttres tels que
la température, la surface d'échange, la masse des deux phases et les concen-

trations du soluté.

Dans ce chapitre, nous allons examiner de quelles manitres
évoluent les concentrations du benz¥ne et du tolutne, dans des conditions
couvrant largement les conditions expérimentales des tests biologiques faits

au cours de cette étude.

Sur le tableau n® XXV, nous avons rassemblé les parambitres
influant sur 1'évaporation des hydrocarbures, ainsi que les gammes de valeurs

dans lesquelles nous avons fait évoluer ces parametres
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-
; [gammes de valeurs |[gammes de valeurs
Parameétres couvertes dans couvertes par les
ces €B8al8. essais de toxicité

Concentration initiale »
en % de saturation 01l a 100 0.3 2a 50

Section d'échange
{surface libre du liquide)
en cml 1 77 A 3050 1.77 3 1770

rapport S V
section d’échange  ...-1 0.05 2 3 0.1 a 1.4

volume du liquide

agitation
nb d'oscillations/ minute 0 A 300 0 a 150

température en °C 16 a 24 18 a 20

aération litre d'air/heure 0 a 100 0 2 20

Tableau n*XXV . Paramitres influant sur 1'évolution de la

concentration d'un hydrocarbure dans l'eau: gammes

de valeurs couvertes dans cette étude.

IIl1 3. Evolution_de la concentration du benzene et du toludne dans 1'eau

en systime ouvert

II1 3 1. Influence de la température et de la concentration initiale

Trois solutions aqueuses de benzéne ou de toluéne de
concentrations respectives 10 . 50 , et 200 ppm, sont introduites dans une
série de 18 bechers (de forme cylindrique, de diametre intérieur 87 mm
et de capacité 600 ml), i raison de 200 ml par becher et trois bechers par

solution

Les bechers sont ensuite placés dans des enceintes
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thermostatées ol les températures sont maintenues A 16, 20 et 24°C
L'évolution de la concentration de chaque hydrocarbure dans 1'eau est suivie

par une série de préldvements et dosages successifs pendant 72 heures.

L'évolution de 1a concentration de chaque hydrocarbure est

représentée sur le tableau n® XXVI et sur la figuren® 5

Dans tous ies cas, on note une diminution de la concentration
de I'hydrocarbure dans 1'eau, qui est due A son évaporation, et semble suivre

une loi exponentielle de la forme

ot A estun facteur qui dépend des conditions opératoires telles que (agitation

aération, surface d'échange, volume de liquide, température, ...).

Pour les essais que nous avons effectués, les variations de
A avec la température pour le benzéne et le toluzne sont reportées sur le

tableau n® XXvn

Température Benzene ToluZne
+ +
16°C 0.13 ¥ 0 02 0.10 1 0. 02
20°C 0.16 ! 0.03 0.13 ¥ 0. 02
24°C 0.20 ¥ 0.01 0.15 ¥ 002

~1
Tableau n° XXVII Valeurg de A en (heure) pour le benzene et le toludne

3 3 températures différentes
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temps Benzene Toluene
(heures) {mg/Y) (mg/1)
0 10 50 200 10 50 200
1 9 46 170 9.2 44 190
2 7.5 |40 160 8.4 | 40 175
4 5.6 32 125 6. 6 34 140
8 2.8 19.5 60 4.2 20 85
16 1.3 5.5 24 1.5 8.4 |240
24 0.3 2 8.5 0.8 3.7 17
48 0. 05 0.1 0.4 0. 06 0.3 1.2
72 0. 05 0. 05 0.05 ] 0.05 0. 05 0.5

Tableau n® XXVI : Evolution de la concentration du benzéne et

du toludne 3 16°C dans des flacons ouverts.

Concentration en mg/1l Concentration en mg/1

200 200
100 - 1004
e
504 Benzéne
N lue
N Toluéne
<
. 104
\_ Benzéne
~ 14
\
L]
24°C 16°C
v L r v »-
24 48 24 48 Temps en
Temps en heures heures
Fig. n® 5a : Evolution de 1la Fig. n° 5b : Evolution de la concen-

concentration de benzéne (s) et tration de benzéne dans 1'eau au cours
de tolu2ne(#) aucours du temps du temps en fonction de la température.
( évaporation libre ),
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III. 3. 2. Influence de la _surface d'échange et du volume du milieu sur la

vitesse d'évaporation des hydrocarbures

Dans tous les phénomenes de transfert de masse entre deux
phases, la vitesse de transfert est proportionnelle 2 la surface d'échange.

portée A une certaine puissance x.

Dans ce paragraphe, nous avons étudié l'influence de la
taille de la surface libre du liquide sur la vitesse d'évaporation des hydro-

carbures en solution,

Mode opératoire - Dans des flacons de laboratoire, de
formes et de capacités différentes, nous avons introduit des quantités variables
de la m&me solution aqueuse de benzine 2 la concentration de 175 ppm, afin

d'obtenir plusieurs valeurs du rapport surface libre du liquide/volurne du liquide.

L'évolution de 1a concentration du benzine dans chaque réci-
pient a été déterminée par dosage chromatographique par la méthode du

Head Space.

. Résultats : Les résultats de ces essais sont groupés
dans le tableau n® XXVIII, ot E/xh représente la quantité de benz2ne évaporé
au cours de x heures, et elle est exprimée en % de la quantité de benzéne

mise initialement en jeu.

L'ajustement linéaire de Log E 3 Log(S/ V) donne la

relation suivante (figure n° 6) -

Log E = - 0.86 + 0. 984 Log (S/V)

E évaporation en une heure de la quantité nitialement
introduite dans le milieu, exprimée en %.
S’/V  rapport de la surface libre du hiquide et de son volume

. -1
exprimé en m
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s v S a1 |E/Ih E/2h temps de 1/2 séjour
m2. 10-4 {2, i0°6 v LA % en heures
3.14 55 6 2.8 8.6 24. 15.3
1. 77 27 6 2.3 4.6 29.6 [29.3
1.77 17 10 3.4 5.7 19.9 23.5
3.14 30 10 4.5 17.1 15 7.4
18.9 100 19 6.3 18 10. 6 7
3.14 14.5 22 8 37 8.3 3
18.9 80 23 11. 4 22 5.7 5.5
1.77 6 29 12 24 5. 4 5
60 200 30 15 20 4.2 6.2
18.9 50 38 20 38 3.1 2.9
65 100 65 28.2 44 2.2 2. 4
3.14 45 69 29 68.5 2 1.2
1.77 2.5 70 16 51 4 1.9
18.9 25 -76 43 70 1.2 1.1
95 100 95 34.3 ° 57.8 1.6 1.6
65 50 130 45. 7 94 1.1 0.5
66.5 50 133 54.3 86 0.8 0.7
141 100 141 56 95. 4 0.8 0.5
141 50 282 63 99 0.7 0.3

Tableau n® XXVIIT :

AEvaporation en %

Influence de la surface libre du liquide et du

volume de la phase aqueuse sur 1'évaporation

70
604 .
A"
504 10 4
40 59
304 2
20- 1 -
101 0,51
1 J L J ‘>
20 40 60 80 100 -
S/V en m

Figure n°6 : Variations de l'évaporation

en fonction du rapport S/V.

. libre du benzene.

A Temps de demi-sé&jour du

benzéne en heures

1

T P -
10 100 S/Venm

Figure n® 7 : Temps de 1/2 séjour

en fonction du rapport S/V.

]
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Evolution du temps de 1/2 séjour du benzdne dans 1'eau

en fonction du rapport (S/V).

Les temps de 1/2 séjour sont calculés d'apres les résultats

de l'expérience précédente, par la relation suivante :

0. 69

Log ,100 - El
T

)

0.69 x 2

Log 100 - E2
(700 )

T, et 1, temps de 1/2 séjour, sont estimés successivement

par les évaporations El (en 1 heure) et E2 (en 2 heures).

Les résultats obtenus sont reporté sur le tableau n°® XXVIII

et gur la figure n® 7

L'ajustement linéaire de Logt 3 Log (S/V) donne la relation

suivante :

[ Logr=z5.19 - 1.09 Log (5/V) |

¥ : temps de 1/2 séjour du benzéne dans 1'eau exprimé en

heureg .

Remarques :

1) Les évolutions de la concentration mentionnées jusqu'a

présent ont été faites A température constante et sans agitation.
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2: Les déviations relativement importantes observées au
cours de cette zémeexpér-ence sont dues A des effets de parois En etfet
certains essals ont éte effectués dans des tubes A essais. ol la surface de
hiquide est surmontée d'un long cylindre en verre qui géne la diffusion de

I'hydrocarbure dans 1'atmosphre. et ralentit son évaporation.

3) A surface d'échange égale, I'évolution de la concentration
dépend du volume de milieu Ainsi, 3 20°C et pour une surface d'échange de
18 9 10.4 mz Nous avons trouvé. entre évaporation et volume du milieu la

relation suivante

Log E = -2 72 -0 64 LogV

8oit E = 9. 066
) T 0 64
v

E quantité d'hydrocarbure évaporé en 2 heures, exprimée
en pourcentage de la quantité initiale

V . volume du milieu exprimé en m3

{ corrélation établie pour 10 couples de données avec pour

valeur de rz 0. 99)

M1 3 3 Influence de l'agitation sur 1'évaporation du benzene

Comme nos cultures d'algues sont agitées, nous avons

étudié l'influence de l'agitation sur 1'évaporation du benz&ne

Mode opératoire dans des fioles coniques de mé&me forme
et de m&me capacité (300 ml). nous avons introduit dans chacune 100 ml d'une
solution aqueuse de benzéne 2 175 ppm Ces fioles sont ensuite placées sur une

table d'agitation type NBS modele G 10

L'évaporation du benztne a été suivie par le dosage du benzine

restant dans le milieu, en fonction du temps et de la fréquence d'oscillation

N,



Evaporation en %

Evaporation en % de

\ la quantité
initiale
30 minutes -
e
a—
//.
e 15 minut
- minutes
Oscillations
. par_minute
Lans
100 150 200 250

Figure n® 8 : Variations de 1'évaporation du benzene en fonction
de la fréquence d'agitation

100 4
150 oscil- 100 oscillations /mn
lations
50 ¢
10 x A —
10 507 100 500 1000

Temps en minutes

Figure n® 9 : Evaporation du benzéne en fonction du temps et de la
fréquence de l'agitation.
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de l'agitation Les figures n° 8 et n° 9 représentent les variations de 1'évapo-

ration en fonction du temps et de {a vitesse d'agitation.

II1 3 4 Effet de 1'aération sur I'évaporation du benzéne

L'aération, son mode et son débit, agissent sur la surface

d'échange air-eau, et sur la vitesse d'évaporation de l1'hydrocarbure.

A titre d'exemnple, nous avons examiné 1'influence du débit
d'air de bullage dans une solution aqueuse de benz¥ne sur le taux d'évaporation

de celu1-ci

Le tableau n® XXIX, montre 1'évolution du taux d'évaporation
du benzéne en fonction du temps et du débit d'aération. L'évaporation augmente

de fagon significative avec le débit d'air

temps 10 1’heure | 20 1/heure 80 1/heure
en mn
0 0 0 0
5 4.5 6 8
10 i 15 18
15 18 26 37
20 24 39 73
25 30 57 73
30 40 80 94
60 80 98 99
99 94 99 -
120 98.5 . -
240 99.77 . .

Tableau n® XXIX - Influence de l'aération sur 1'évaporation du

benzéne
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1. 4 SYSTEME FERME

Dans le paragraphe précédent, nous avons vu que la
concentration d'un hydrocarbure dans !'eau diminue au cours du temps et,
en outre, la vitesse de cette diminution dépend de nombreux facteurs tels que
température. surface libre de hiquide, volume du milieu, forme du contenant

agitation, aération

Afin de limiter le nombre de parametres, qui doivent &tre
contr8lés au cours d'essais de toxicité, nous nous sommes proposés d'étudier

1'évolution de la concentration des hydrocarbures dans les flacons fermés.

Les essais effectués nous ont montré que la concentration
de I'hydrocarbure dans le mrilieu évolue vers une concentration d'équilibre,
qui dépend seulement de la température, de la concentration initiale, et de
la fraction : volume occupé par le liquide/volume total offert. On peut remarquer
figure n® 10 et n* 1] que pour la gamme de concentration et de fraction de
volume occupé que nous aurons 3 utiliser le plus souvent dans nos tests de
toxicité (a savoir VL/VT 3.0 3 et esco £ 20 ppm), la concentration dé 1'hydro-
carbure dans l'eau 3 !'équilibre peut &tre estimée avec une tres bonne appro-

ximation par les relations

VL
CL =C x (05 + 05 —— ) pour le benz¥ne
° vT

VL

CL = Co x (0.55 + 0.45 ) pour le toludne

vT

ol CL représente la concentration du solvant dans la phase liquide, 2

1'équilibre



Figure n® 10 -

Concentration
iu benzéne

dans l'eau 2
I'équilibre

en fonction de

C_ et du rapport
vi/vT

Figuren® 1] :
Concentration
du toluéne

dans l'eau 3
1'équilibre

en fonction de
Cg et du rapport
VL/VT

D e

CO de benzdne

e 5 ppm
¢ 87.5 ppm

Al17.5 ppm
s 35 ppm

2 A »
0.5 1 VL/VT
° H C0 de toludne
e 5 ppm
® 50 ppm
. * 25 ppm
|
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HI 5 Solubilité du benzéne et du toludne dans l'eau

Comme les hydrocarbures sont souvent utilisés sous forme
de mélanges, nous avons recherché les variations de la solubilité du benzdne

et du toludne, en fonction de leur concentration dans un mélange d'hydrocarbures.

Quand un prend des mélanges binaires de benzine et de
tolué¢ne de composition variable. et que !'on met ce mélange au contact de
1'eau. on constate que les quantités de benzene et de toludne solubilisés
varient linéairement avec leur «onc entration dans le mélange d'hydrocarbures
Le tableau n® XXX et la figure n* 12 montrent que la solubilité du benzéne

dans !'eau peut 8tre exprimée par ia relation suivante

B -1750 B
e

B_  solubilité du benzine dans l'eau en mg/l

Bh fraction du benzd¢ne dans le mélange d'hydrocarbures

De méme, la solubilité du toludne peut &tre exprimée par

une relation analogue

Te = 50S Th

ol
Te solubilité du toludne dans 1'eau

Th fraction de toluéne dans le mélange d'hydrocarbures

Cette variation linéaire de la solubilité du benzene et du
toludne avec leur concentration dans un mélange d'hydrocarbures a été vérifiée

par I'intermédiaire d'une essence pour voiture automobile “‘te super carburant”
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Concentration dans le mélange Concentration Concentration
d'hydrocarbures (en volume) de benzine dans| de tolué¢ne dans
benzéne toluéne l'eau en mg/1 1'eau en mg/1
1 0 1750 0
0 1 0 505
0.8 0.2 1380 105
0.5 0.5 900 250
0.2 0.8 360 410
0.1 0.9 200 455

Tableau n® XXX :Evolution de la solubilité du benzéne et du toluzne

dans l'eau en fonction dé leur concentration dans un

mélange d'hydrocarbures.

ASolul.)ilité du

Solubilité du
mg/I\ benzitne tolutne 4 L
1000 i
2007
0 0.2 0.6 1
B 1 0.8 0.4 4]

Figure n°12 : Solubilité du benzne
dans 1'eau - en présence du toludne.

mg/1 Hauteur du pic
benzdne .

3

500
»
100 / -
A A re A A A >_

T 0 4 8

Ouantité de bhanr¥ne
ajoutée 2 l'essence

(% en volume)
Figure n°® 12b : Solubilité du
benzdne dans l'eau , en présence
de 1'essence
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En effet, lorsqu'on ajoute du benzine ou du tolutne A de
l'essence, on constate apres mise en contact du mélange avec de 1'eau que
la quantité de benzdne ou de tolutne solubilisés par l'eau croft linéairement
avec les concentrations de ces composés dans le mélange. Sur le tableau
n° XXXI, nous avons reporté la hauteur du pic du benzeéne de la fraction soluble
dans l'eau de l'essence, en fonction de la quantité de benzene ajoutée A ce

carburant.

Quantité de benziene Hauteur du pic benzine
ajoutée exprimée en % dans le chromatogramme

2 480

3 465

4 190

5 4 410
‘ 6 514

8 100

9 740

Tableau n® XXXI : Evolution de la solubilité du benztne dans 1'eau

en fonction des quantités de ce composé ajouté

32 l'essence.

La représentation graphique de ces valeurs (figure n® 12b)
montre qu'il est ainsi possible de déterminer la concentration initiale de

benzene dans 1'essence. (c'est une application de la méthode des ajouts).

Remarque : Par suite de l'augmentation de la solubilisation des aromatiques
monocycliques avec l'accroissement de leur concentration dans un mélange

d'hydrocarbures telle que nous venons de le voir, et de 1'enrichissement des
essences en composés aromatiques du fait de 1'évaporation sélective des frac-

tions les plus volatiles tel que cela peut &tre déduit des travaux de
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MAYRSOHN H. et coll. (1975 ) et de RUNION H. A. (1975), il est permis de
penser qu'une augmentation de la toxicité des fractions solubles des produits
pétroliers est en partie due 3 leur enrichissement en composés aromatiques

et donc pas seulement A la formation de produits d'oxydation .

III. 6. Echange de polluants entre 1' zair et l'eau

Dans la premitre partie de ce chapitre, nous avons vu
que les hydrocarbures légers peuvent migrer de 1'eau vers 1'atmosphtre par
évaporation. Nous allons montrer dans ce paragraphe que la contamination de

I'eau A partir d'une atmosphire polluée, est également possible.

Mode opératoire : Dans un dispositif schématisé par la
figure n® 13 et représentant deux fioles coniques A col rodé, l'une contenant
100 ml d'une solution aqueuse de benzene et l'autre 100 ml d'eau distillée, les
deux flacons sont isolés de l'extérieur et reli€s entre eux par un tube de verre

de diametre 9 mm.

L'évolution des concentrations de benzene dans les phases
aqueuses que contiennent les deux fioles tendent & s'égaliser. (tableau n®

XXXII et figure n® 14).

Figure n® 14 : Dispositif
permettant 1'évaluation

de 1'échange du benzéne
entre l'air et 1'eau.
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Concentration du benzene '
temps dens 1'eau en mg/l
en
heures flacon A flacon B

[ 17.5 0

24 11 2.5

48 9.5 4.1
96 7.6 6

120 7.3 6.4

Tableau n° XXXII : Echange de benzéne entre l'air
etllean

Flacon A

—
o
T

—— — ——
e

Congcentration de benziéne dans 1'eau en mg/1

~ -
st //
// Flacon B
v
e
//
o0 2.4 4‘8 ;Z 9‘6 150 heures

Figure n® 14 : Echange de benzine entre l'air et 1'eau
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1. 7 CONCLUSION

Cette étude sur 1'évolution abiotique du benzéne et du

toluéne dans l'eau, nous a montré que :

1° Dans les systémes ouverts, le temps de séjour du solvant
dans le milieu aquatique est trés court, et en outre, est tr2s influencé par la
variation de nombreux paramitres tels que : température, aération, surface

d'échange, etc, ...

2° Dans les systtmes fermés, la concentration de 1'hydro-
carbure dans 1'eau évolue vers une valeur qui, & température constante,
dépend de la fraction du volume (du systéme), occupé par le liquide, et de la

concentration initiale (Co)'

Cependant, quand le liquide occupe tout le volume qui lui
est offert, la concentration de 1'hydrocarbure dans le milieu reste constante et

égale 2 Co et ceci, quelle que soit l1a température.

L'utilisation des flacons fermés, bouchés a 1'émeri, permet
1'établissement d'une meilleure relation entre effet biologique et concentration

de toxique.

L'utilisation dans les tests biologiques de flacons fermés,
ol le liquide remplit la totalité du volume utile du récipient, semble &tre un
excellent moyen pour les tests de toxicité . malheureusement, cette méthode
ne peut &tre généralisée, car en l'absence d'atmosphire gazeuse, la quantité
d'oxygene disponible dans le milieu est limitée 2 la quantité d'oxygene dissoute

dans le liquide, ce qui est trés faible, et réduit d'autant la durée des tests.

Au cours de nos tests de toxicité, nous avons adopté des
fioles coniques erlenmeyer, bouchées A 1'émeri, de volume utile 300 ml,
(volume du milieu 100 ml). Elles permettent A un able de survivre dans ces

conditions pendant, en moyenne, 10 jours sans apport extérieur d'oxygene, la
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concentration d'hydrocarbure 2 1'équilibre dans le milieu ayant été déterminé

au préalable.

Des tests dans des fioles coniques de capacité 125 ou 500 ml
bouchées 2 1'émeri ont également &té utilisées dans ce travail et cela en
fonction des besoins. Notamment pour les cultures d'algues, les petits flacons
permettent de multiplier le nombre d'essais mais les erlens de grande capacité
pPermettent pour chaque essai d'avoir un volume de milieu suffisant pour

contréler plusieurs parameétres,

Les tests de toxicité conduits en fioles ouvertes ont égale-
ment &té utilisés ; ceux-ci nécessitent le contr6le de nombreux parametres
mais leur intérét réside dans le fait qu'ils rendent un peu compte des effets

des polluants des volatils dans 1'environnement.



CHAPITRE 1V

ACTION DU BENZENE ET DU TOLUENE SUR
LES CHLORELLES

Dans un premier stade, les cultures d'algues ont été

effectuées dans des flacons bouchés A 1'aide de coton cardé.

Ce mode de culture, que nous appelerons "culture en
systéme ouvert'’, est le plus couramment utilisé par ceux qui font des tests
de toxicité sur des algues, et cela, quelle que soit 1'esp2ce algale et quels

que soient les toxiques examinés.

Cette méthode permet les échanges gazeux entre le milieu
et 1'atmosphere, et en particulier, elle permet la distillation des toxiques
volatils hors du milieu de culture. Nous 1'avons néanmoins utilisé, afin d'en
dégager les intéréts et les limites, et aussi pour avoir des points de compa-

raison avec les résultats publiés par d'autres auteurs.

IV.1. ACTION DU BENZENE ET DU TOLUENE SUR LES CHLORELLES
EN SYSTEME OUVERT.

IV. 1. 1. Résultats
Compte tenu de la volatilité de ces composés, leur durée
de contact avec les organismes exposés est limitée et par suite, leur action

toxique est également limitée dans le temps.

Nous assistons souvent & un phénomene de récupération,



les cellules non atteintes au cours du séjour du toxique dans le milieu

pouvant A nouveau se développer et se reproduire normalement.

Ainsi, lorsqu'on soumet des chlorelles & des concentrations
croissantes de benzéne ou de tolutne, on constate les phénomenes suivants

(figures n°® 15 et n® 16)

1 - Pour de faibles concentrations d‘'hydrocarbures
(benzzne < 500 ppm et toluéne <120 ppm), aucune différence entre cultures
témoins et intoxiquées n'est observée au deld de 48 heures aprés la mise en
culture.

Cependant, au cours des 24 premitres heures, des différences
de biomasses atteignant parfois 10 2 20 % ont été notées entre cultures

témoins et intoxiquées.

2 - Pour des concentrations moyennes de ces deux hydro-

carbures , (600 £ benzene <1 000 ppm et 150 & toludne g 350 ppm).

La biomasse des cultures intoxiquées est plus faible que
celle des cultures témoins dans la phase de croissance rapide. L'écart

augmente avec la concentration du toxique.

3 - Pour les fortes concentrations de ces toxiques,
(benzetne >~ 1 300 ppm et toluene > 400 ppm), aucune récupération n'a été
notée, et on constate la mort de la quasi totalité de la population de 1'inoculum.
Des résultats similaires ont été trouvés par KAUSS P. B. et HUTCHINSON T. C.
(1975).

La représentation graphique de 1'histogramme de taille des
chlorelles dans les cultures témoins et intoxiquées montre en début d'exposition

une augmentation du nombre de particules de petites tailles, dans les milieux



Nombre de cellules/ml

’/ .’—
J '—‘.-’-.‘ 1300 ppm
b o
0 : R, ~ s
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Figure n® 15 Courbes de croissance des algues
en présence du benzene

Nombre de cellules/ml

ilo"f

18

0380 ppm

-

jours

Figure n® 16 : Courbe de croissance des algues
en présence du toludne
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contenant du benzéne ou du-toludne (figure n® 17). Le tableau n*® XXXIII,
montre que le volume moyen des céllules diminue quand la concentration

en hydrocarbure augmente

Dans les milieux les plus toxiques (contenant plus de
1 300 ppm de benz2ne ou plus de 400 ppm de toludne), on constate une aug-
mentation du nombre total de particules comptées en début d'exposition (avec
une prédominance de petites cellules), suivie d'une décroissance lente de ce
nombre, avec disparition dans 1'histogramme de toute particule qui aurait un

diametre supérieur ou égal au diamdtre moyen des chlorelles.

Le compteur Coulter, utilisé pour la numération des chlorelles
est un appareil connu pour donner le nombre de particules par unité de volume
de suspension, ainsi que la répartition de tailles-de celles-ci, sans distinction

entre cellules vivantes et particules non vivantes en suspension.

L'augmentation du nombre de ' cellules " de petites tailles
jointe A d'autres phénomenes observés sur les cultures intoxiquées, tels que
la décoloration progressive de la culture, la diminution de la concentration de
chlorophylle, et d'ATP permet de penser, que dans ce mode d'intoxication,
1’action principale du benzZne et du tolutne est liée 2 leur qualité de solvant
et se manifeste par une lyse de la membrane cellulaire des chlorelles Notons
que la lyse des membranes cellulaires par les hydrocarbures a déja été signalée

par VAN OVERBEEK J. et BLONDEAU R. (1954).

IV. 1. 2. Modélisation de 1'action des hydrocarbures 1égers sur les

chlorelles - culture en systdme ouvert.

L'analogie qu'il y a entre les courbes de croissance des
chlorelles en présence de benzne et de tolu2ne et les courbes de croissance
des chlorelles pour diverses tailles de 1'inoculum (figure n® 18), nous a

conduit 3 rechercher une corrélation entre ces deux phénomenes.
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Figure n° 17 : Histogrammes de tailles des chlorelles en présence

du benzene et du toludne.



T 6 heures 24 heures 48 heures 7 jours
°xl Concen-
q trations v v Nb v v v v —
Se lmg/n] N° t t b t M
témoin 0 1.5 16.3 24.5 2. 75 12.7 34.9 8.2 10. 4 85.1 17.1
© 176 1.7 15. 7 26.7 2. 50 11.7 29.2 8.0 10. 8 86.2 16. 6
b 350 1.55 17.1 26.5 3.0 11.7 35.2 7.6 11. 0 83.6 17. 0
g 700 1.55 9.7 15.0 1.7 13.3 22.5 1.75 12.3 21. 6 15. 5
m 1200 1.25 7.8 9.8 0.9 6.7 6.0 0.7 6.1 4.2 13.2
g 60 1.5 15.9 73.9 3.2 13.2 42.3 7.5 11 0 82.1 17.2
§ 150 1.6 13.9 22.2 2.4 12. 4 29.8 4.3 12.0 51. 6 17. 0
(3 350 1. 4 7.6 9.8 1.0 6.4 6.4 0.8 5.2 4.2 11. 4

Tableau n® XXXIII : influence du benztne et du tolutne sur la croissance des chlorelles

en systéme ouvert.

légendes : Nb représente le nombre de millions de cellules par ml de culture
V représente le volume moyen des chlorelles dans la culture, en em3

Vt représente le volume cellulaire total par unité de volume de culture, en e.l/l

Lit
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Temps (h) Millions de cellules par ml

0 1.6 1 0.8 0.3
24 2.2 2.1 1.7 0.4
48 4.8 4.2 3.7 0.6
72 11 11. 2 9.8 1.5
96 14 13 14.2 5.4
120 16 15. 4 15. 8 10
168 17.5 18 17. 7 16. 5

Tableau n° XXXIII b : Evolution de la croissance des chlorelles en fonction

A

de la taille de l'inoculum,

6

Nombre de cellules / ml x 10

0' . e A . . n ‘»‘
0 2 4 6 8 jours

Figure n® 18 Influence de la taille de 1'inoculum sur la croissance
des chiorelles.
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L'idée directrice est celle-ci :

L'action du benztne et du toludne &tant limitée dans le

temps, les cellules non touchées se comportent comme un inoculum de taille

réduite pour la culture.

Pour réaliser un modtle mathématique de l'action des
aromatiques légers sur les chlorelles, nous sommes partis des considérations

suivantes :

- un effet biologique B est la sommation des produits de
chaque concentration successive (C) par l'increment de temps dt, qui lui

correspond, affecté d'un facteur K (KREUTZER W. A. 1963 & 1965).

t

B =K} Ccat

- tout agent toxique quel qu'il soit, entrafne une diminution

exponentielle du nombre des cellules vivantes suivant la relation :

N

N
o

- o ‘KD

ol

N/No est la fraction de la population qui survit A la dose

D et obd K est une constante dépendant de 1'agent 16tal, des conditions de son
application, des caractires du rnilieu et de la sensibilité de la population

(DAVISR J et coll. 1956, Mc LAREN A.D. et coll. 1962).

- dans les 24 heures qui suivent 1'ensemencement, on a

une croissance lente de la population algale (phase de latence).

Au cours de cette période, l'accroissement de la population

algale peut 2tre considéré comme une fonction linéaire du temps et peut &tre
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exprimé par la relation

AN = kN t
o

AN accroissement de la population algale pendant le

temps t exprimé en heures.

k constante = 9.015 h -1 pour Chlorella vulgaris cultivée

dans les conditions mentionnées plus haut.

No : nombre de cellules par unité de volume de culture au

temps to =0

- la concentration du toxique dans le milieu contenu dans

un flacon ouvert et agité, évolue au cours du temps selon la relation :

avec

Co : concentration au début de l'essai

- la durée d'action du toxique est inférieure 3 24 heures

- dans ce travail, nous avons considéré que, a tout moment
le nombre de cellules dN tuées par le toxique est proportionnel A la concentration
du toxique C, au nombre de cellules dans le milieu N et 1'incrément de temps

qui lui correspond dt soit

dN = K C Ndt

ol en remplagant chaque terme par sa valeur, on obtient :
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dN = K C0 exp (- At) x (1 + kt) No dt

et le nombre de cellules Nt tuées pendant un temps t

quelconque est donné par l'intégration de la relation précédente, soit :

Nt =KC N S 1+ k) e A a
o [+]
(3
ou encore.
K Co N t
° "o -At
Nt = ¢ — (kat+k+2)e
A’ 0
k +A kat+k+a —Jt]
Nt = K C, N, — - - e
A A
qu'on peut écrire sous la forme .
Nt = K Co No f(t)
ol
A -
£(t) = k +4 i k + +:<M e At
A A

Le nombre de cellules viables Nv (ou non atteintes par
le toxique) est égal au nombre de cellules N présentes au temps t dans le

milieu de culture diminué du nombre de cellules tuées par le toxique:
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N =N-Nt=(1+kt)N -KCN(f(t)
v [o] o O

goit

Nv=No(l+kt-KC°f(t))

Si, pendant toute la durée d'action du toxique , Nv reste

toujours supérieur A zéro, la culture reprend.

Si, au contraire, Nv devient négatif ou nul, cela veut dire
que toutes les cellules présentes dans le milieu ont &té atteintes, la récupé-

ration est quasiment nulle.

La prédiction d'une reprise de la culture peut &tre déter-
minée par le calcul de Nv minimum; ceci est obtenu par la dérivation de

Nv par rapport au temps:

dN
v

dt

kKN -KC N £(t)
[s] [s] [¢]

KN -KC N (1+kt)e?t
o o o

Pour déterminer la valeur que prend la constante K, il
suffit de détcrminer expérimentalement la concentration 1étale (CL 100 %),
concentration au dessus de laquelle aucune reprise de la culture n'est possible.

Cela veut dire que pour cette concentration Nv minimum est égal 3 zéro.

K est obtenu par la résolution du systdme d'équation suivante :

At k dN
(1 +kt) e = KCL at ¥V = 0
1+ kt = K CL {(t) N =0
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La combinaison de ces deux équations permet d'abord
d'obtenir le temps au bout duquel Nv atteint son minimum et ce, par la
relation :

Qa+ kﬂz e At

-k f(t) =0
Dans les conditions expérimentales adoptées dans cette
£&tude, nous avons trouvé pour A les valeurs suivantes :
-1
0.31 h pour le benz¢ne
0.28 n”!

-
1]

pour le toluéne

Ce qui donne les temps au bout desquels le nombre de

cellules viables dans le milieu est minimum soit :

t_. min = 10.72 avec {{(t) = 3.24 pour le benzdne
et
te min = 11.58 avec f(t) = 3.59 pour le tolutne

sachant que dans ces conditions :

CL

B 1 300 ppm

et

CLT

400 ppm

On obtient les valeurs suivantes pour K :
K = 276 pour le benzene
et

K = 817 pour le toludne

Sur le tableau n* XXXIV, nous avons porté quelques

valeurs Nv/N, . calculées par ce modtle en fonction de la concentration

du benzine ou du toludne.
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C [benzéne] ' N /N C [toluéne] N /N Obser-
v o v o .
mg/l mg/l vations
0 1. 161 0 1.174 pas de
1 1.160 1 1.171 différence
10 1. 152 10 1. 144 notable avec
100 1. 071 100 0. 880 les cultures
200 0.982 120 0. 822 témoins au
300 0. 892 150 0.734 deldde 48 h
500 0. 624 200 0. 587 période de
700 0.535 250 0. 440 latence crois-
800 0. 445 300 0. 294 sant avec la
1000 0.267 320 0. 235 concentration
1200 0. 087 400 0. 001 du toxique
14230 450 pas de reprisﬁ

Tableau n® XXXIV : Quelques valeurs du rapport Nv/No calculées pour

des concentrations variables du benztne et du

toluene.
Concentration 6 HEURES 24 HEURES
de biomasse biomasse biomasse biomasse
b:‘t;z/e’ne mesurée calculée mesurée calculée
0 100 100 100 100
175 82.9 87.5 86.8 88
350 78. 5 75 77.8 76
700 70.3 50. 1 72.2 52
1200 17 14.5 14 17. 6

Tableau n® XXXV :Comparaison des biomasses mesurées 3 1'aide de

concentrations d'ATP, et calculées par le modele exposé

(les biomasses sont exprimées en % en attribuant la

valear 100 au témoin ),
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Le calcul qui vient d'@tre effectué permet de dire si une
culture intoxiquée est susceptible de récupérer ou non. En effet, 8i N, £ 0,

il n' y aura pas de récupération.

Quand N est > 0, le modtle permet de dire que la culture
est susceptible de reprendre, et qu'au mieux, la croissance sera celle d':une

culture témoin dont la taille de l'inoculum est Nv' Car 1a reproduction de Nv

chlorelles viables dans le milieu toxique est ralentie par 'action des traces

de toxiques encore présents dans le milieu.

Le tableau n® XXXV, montre qu'il y a une bonne corrélation

entre Nv calculé par le modele et la biomasse mesurée sous forme d'ATP.

Les concentrations létales 100 % du benz2ne et du toluzne,
dans d'autres conditions expérimentales, ont pu &tre calculées par ce modedle

et confirmées par 1'expérience, (tableau n® XXXVI et figure n° 19),



126

Concentration
- -1 | Létale 100 % Mode de
Toxique heure heure
mesurée | calculée culture
2.23 0. 31 1300 1300 Erlen meyer 300
° S T S e
s 1.72 0. 40 1650 1645 Erlen meyer 500
5 2.86 0. 24 1200 1033 Erlen meyer 125
m 0. 24 2.85 10000 9950 Fermenteur aéré
° 2.46 0.28 400 400 Erlen meyer 300
P] - — — — - - — - b - - ] e
g 1.86 0. 37 480 515 Erlen meyer 500
E 2.76 0. 25 350 360 Erlen meyer 125

Tableau n®* XXXVI : Comparaison des CL,

A

(du benzéne et du toluzne)

100

calculées par le modele et estimées par 1'expérience.

5000r
2000r1
BENZENE
1000
3 TOLUENE
g
g 500t hd
[ \
§ N
)
(&
200t
Temps de 1/2
séjour en heures
N . 2 2 . -
0.5 1 2 0 10
Figure n® 19 - Comparaison des CLIO calculées et mesurées

0
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IV.2. INFILUENCE DU BENZENE ET DU TOLUENE SUR LES CHLORELLES
CUL. . VEES EN SYSTEME FERME

IV. 2. 1. Modification du milieu de culture

L'utilisation des flacons bouchés permet de travailler 2
concentration constante et bien déterminée du toxique dans le milieu, ce qui
permet d'apprécier les effets maximums de la substance sur les organismes
exposés, dans la gamme de concentrations mé&me faibles mais parfaitement

contr8lées.

La méthode de culture en systésne fermé permet de déceler
des effets 2 des concentrations faibles de toxique, c'est & dire des concentration:

susceptibles d'8tre rencontrées dans le milieu naturel.

Les premiers essais nous ont montré que la croissance
des algues dans des flacons bouchés est tres faible. La production maximale
est d'environ 2 millions de cellules par ml de milieu, alors que pour les
cultures en systdme ouvert, la production algale peut atteindre des concen-

trations de 15 3 20 millions de cellules par ml.

Cette limitation de la croissance provient du fait que le
milieu est carencé en carbone, et que les bouchons en verre qui suppriment
les échanges de gaz entre l'atmosphere et le milieu de culture empé&chent ce

dernier de fixer le gaz carbonique atmosphérique.

Pour pallier cet inconvénient, nous avons incorporé dans

le milieu de culture Lefdvre Czarda, du bicarbonate de sodium.

Des tests préliminaires nous ont montré qu'avec 1'adjonction

de 1g/1 de bicarbonate de sodium au milieu Lefdvre Czarda, nous obtenons
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une croissance rapide des algues des 1'ensemensement (diminution du temps
de latence), et un accroissement de la population, suffisant pour pouvoir

apprécier les effets toxiques des substances volatiles.

IV. 2 2 Toxicité directe

Dans ce mode de culture, le toxique ne peut distiller hors
du milieu, son action est plus persistante que dans le cas précédent et les
seuils de toxicité observés sont nettement plus bas. L'action du benzine et
du toludne est sensible dts les concentrations de 10 & 20 ppm d'hydrocarbure

dans le milieu.
Le tracé des courbes de croissance de Chlorella vulgaris
en flacons fermés, en présence et en I'absence d'hydrocarbure, (figure n* 20)

montre :

- Action inhibitrice: pour des concentrations comprises

entre 15 et 80 ppm pour le benzine , et entre 10 et 60 ppm pour le toludne ;
il y a ralentissement de la croissance algale.

- Action algicide Au deld de 350 ppm de benzine, et de
150 ppm de toluéne, on observe le phénomene de désintégration des cellules
et de décoloration des cultures, comme cela a été€ décrit pour les cultures
en systéme ouvert {pour des concentrations bien plus &levées)

- Action algistatique : Dans la gamme de concentration

intermédiaire, c'est A dire comprise entre 100 et 300 Ppm pour le benzne,
et entre 80 et 150 ppm pour le toluéne, on constate une inhibition totale de
la croissance. Le nombre total de cellules reste sensiblement constant, et

€gal au nombre initial, pendant toute la durée d'exposition (5 2 10 jours).
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Figure n® 20 : Courbes de croissance des Chlorelles en présence du benzine
et du toluéne en flacons fermés.
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IV. 2 3. Influence du benzéne sur le métabolisme de 1'azote

Les cultures intoxiquées par le benzéne s'écartent de la
corrélation établie entre densité optique mesurée 2 665 nm, et le nombre de

cellules mesuré au compteur Coulter, (figure n°® 21).

L'absorption de lumidre par les suspensions algales intoxiquées
au benzine cst neltement plus grande que celle qu'aurait donné une suspension

de chlorelles témoins de mé&émes concentrations cellulaires.

Cette singularité du benzene n'a pas ét€ observée pour le

toludne.
Pour confirmer ce phénomene, nous avons tenté de faire
un bilan azote dans les cultures témoins et intoxiquées par ces deux solvants.

C'est ainsi que nous avons fait les dosages suivants :

- dans les filtrats des milieux de culture, nous avons

recherché et dosé 1'azote sous forme d'ions NO;, NO;. et NHZ

- sur les algues retenues par le filtre, nous avons fait

une extraction et un dosage des pigments chlorphylliens.

- sur le milieu global, nous avons dosé 1'azote organique.

IV.2.3.1. Dosage des ions nitrates, nitrites et ammonium

La recherche de ces ions et leur dosage dans les milieux

de culture nous a montré -

Une accumulation anormale des ions nitrites dans les
milieux de culture contaminés par le benzdne. La concentration des nitrites

augmentant avec la concentration du benzene (figure n° 21b). Cette figure montre
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(DO)
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Figure n® 21 % Variations de la DO en fonction de la concentration
cellulaire
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Figure n® 21 b  Evolution de ta concentration d'ions NO; dans les
milicux de culture d'algues
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auss) que le taux de mitrites dans les cultures contaminées par le toluéne

est trés faible, et comparable A celui trouvé dans les cultures témoins.

La consommation des ions nitrites augmente avec le
nombre de chlorelles synthétisées. La quantité de nitrates consommés par
chlorelle synthétisée est plus grande dans les milieux contaminés par le
benzéne. Une partie des 10ns nitriques consommée se retrouve dans le milieu

sous forme d'ions nitrites.

Les ions ammonium n'ont pas été détectés dans les milieux

de culture.

IV.2.3.2 Dosage de l'azote organique et des pigments chiorophylliens

En tenant compte du nombre de cellules dans le milieu, les
cultures contaminées par le benzdne montrent une concentration plus forte
en pigments chlorophylliens, et en azote organique (tableau n®* XXXVII) que

les cultures témoins.

L'augmentation de la concentration en pigments chlorophyl-
liens et azote organique dans ces milieux de culture contaminés par le
benz¥ne n'est pas due A une augmentation de la taille des cellules, le diametre
moyen des chlorelles dans les cultures témoins et intoxiquées, restant

sensiblement le mé&me (tableau n® XXXVII).

L'inhibition de la croissance des chlorelles dans les milieux
contenant du benzéne n'est pas due 3 1'accumulation des ions nitrites dans le
milieu. En effet, les chlorelles peuvent se développer normalement, méme

en présence de 100 ppm de nitrites

Les nitrites ne sont pas non plus responsables de 1°exal-
tation de la synthe¢se chlorophyllienne. La densité optique des cultures contenant

des 10ns nitrites est la mé&me que celle des témoins (tableau n°® XXXVIII)
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Concene Nb de Volume Volume Densité Azote"
tration cellules |moyen dbs-| total de | optique organique
de benzene x 108 cellules cellulesA |2 665 nm | - 12
(en mg/1)| par ml (en pm> ) |(pl /1) (en 107 “g/cell)
0 75 19. 8 148 5 0. 180 0. 758
17 %5 5.6 19. 6 109. 8 0. 205 0:905
50 2.5 18. 9 47.3 0.180 2.0
175 2.1 19. 4 40. 7 0.170 2.0

Tableau n° XXXVII : Effets du benztne sur le métabolisme de 1'azote

par les chlorelles

Concentrationf Nombre de Volume Volume Densité opti-
mg de NOi/ 1 cellu&es/ml moyen des cellulaire que 3 665 nm)
x 10 cellules(pm3) (mn1 1)

0 13.5 16. 8 226.17 0. 280

0.4 15.5 15. 4 238.2 0. 281

1 13 18. 2 236.9 0. 287

10 12. 7 19.0 241.7 0.290

50 13. 4 17.7 237.3 0. 290

100 15.3 16. 1 246.3 0. 280

Tableau n®* XXXVIII : Evolutions : du nombre de cellules , du volume

cellulaire, et de la densité optique des cultures

d'alpues en présence d'ions nitrites.
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IV.2.4. Recherche d'une corrélation entre biomasse et concentration

de toxique

La recherche d'une corrélation entre dose et nombre de
cellules produites, dans les cultures témoins No)et dans les cultures intoxi-

quées (N) montre que le rapport :

N, - N

N
o

est pratiquement indépendant du temps entre 24 et 96 heures, et varie avec

la concentration du toxique selon une loi de la forme :

Ny, - N

No

Pour le benzene, on trouve les valeurs suivantes :

292

et a

"
[

.22

IV. 2. 5. Devenir du benzdne et du toluzne au contact des chlorelles

On note une pénétration importante du benzene et du
tolutne dans les algues cultivées en présence de ces solvants. Cette
pénétration est probablement due A un partage des hydrocarbures entre 1'eau
et les algues se faisant en faveur de ces derniers. Le tableau n° XXXIX,
donne les concentrations du benzéne et du tolutne trouvées dans les algues

en fonction de la concentration de ces solvants dans le milieu de culture.
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Remarque L'apparente décroissance du coefficient de partage des hydro-
carbures entre les algues et le milieu de culture, en fonction de la concen-
tration de ceux-ci dans le milieu est due 2 une faible concentration cellulaire

dans les milieux les plus toxiques et 3 un relargage des hydrocarbures

dans les milieux de lavage.

L'absence de modifications des concentrations des hydrocar-
bures dans les milieux de culture laisse penser qu'il n y a pas de métabolisme

ou d'assimilation de ces hydrocarbures par les algues.

To Concentration 106 cellules Concentration Coefficient de
xi dans le milieu | par ml dane les algues| partage
‘he (Cm) (Ca) I1=Cm/ Ca
témoin 0 11 0 0
57 10. 3 19 3.3
8.8 9.5 41 4.6
v 11. 9 7.9 64 5.4
'ﬁ 18. 7 8.5 65 3.5
b 25. 2 7.4 100 4.0
£ 31. 4 6.4 105 3.3
37.8 5.9 98 2.6
50. 4 5.0 114 2.3
63. 0 4.1 123 2.0
° 3.6 10. 7 21 5.8
,5 72 8.2 34 3.4
2 18. 0 6.7 73 4.1
o 29.0 5.0 93 3.2
36. 0 3.9 87 2.4

Tableau n® XXXIX : Imprégnation des chlorelles par le benzine et
par le toludne.
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IV 3. ACTION DES HOMOLOGUES SUPERIEURS DU BENZENE SUR
LES CHLORELLES

Les essais de toxicité des homologues supérieurs du

benzéne sur les chlorelles (tableau n® XXXIX bis), montrent :

. Que les xylenes et 1'éthylbenzine ont le m&me seuil de

toxicité vis-a-vis de cette espice.

- Que la toxicité de ces composés s'inscrit dans une suite
logique de toxicité croissante du benzene A 1'éthylbenzine en passant par le

tolune.

. Que les xylénes et 1'éthylbenzéne, tout comme le toludne,
n'ont pas d'effets sur le métabolisme de 1'azote par les chlorelles. D'ailleurs,
la mesure des DO des cultures soumises A 1'action de ces composés montre
qu'il n'y a pas exaltation de la synthtse chlorophyllienne comme cela a pu
&tre constaté en présence du benzéne (et légerement en présence de 1'eesence

auto parce qu'elle en contient).



Concentration BENZENE TOLUENE XYLENES Ethylbenzene Essence-auto
en
mg/1 N \ DO N v DO N v DO N v DO N v} DO
Etat initial 1.3 19 55 ]1.3 19 55 11.3 19 55 11.3 19 55 {1.3 19 55
0 6:8 |160 325 }9.8 [160 325 |9.8 [160 {325 9.8 |160 (325 [9.8 |160 325
16 9.5 |168 335 8.8 {159 |330 ]2.7 44 76 13.2 56 |126 |8.3 |153 |330
32 4.8 91 283 4.2 82 [252 ]1.6 27 44 1.5 26 55 7.7 |143 |315
64 1.7 30 J198 |1.6 33 68 |1.4 24 42 1.7 21 39 |2 4 43 79
128 1.2 17 (169 |1 4 23 46 1.0 13 24 {1.0 13 9 11.7 20 57

Tableau n°® XXXIX bis :

DO: densité optique x lO3
vV

nombre de millions de: cellules par ml,

volume cellulaire g1/1

Effets deg aromatigues monocycliques sur la croissance des

chlorelles.

N :

LET
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IV. 4. CONCLUSION

L'étude des effets du benzene et du toluzne sur les

chlorelles montre

1 - Pour des concentrations élevées de ces composés, c'est

leur pouvoir solvant qui est impliqué dans la désintégration des cellules.

2 - La présence de ces composés dans les chlorelles est
due 2 leur plus grande solubilité dans la matitre organique que dans 1'eau.
D'ailleurs les hydrocarbures accurmulés dans les cellules sont trés vite

relargués par simple lavage, chauffage ou aération des algues.
3 - Ces hydrocarbures inhibent la reproduction des chlorelles.
4 - Le benzene agit sur le métabolisme de 1'azote au niveau

des algues ol on constate, une accumulation anormale d'ions nitrites dans le

milieu et une exaltation de la synth&se chlorphyllienne et d'azote organique.
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CHAPITRE V

EFFETS DU BENZENE ET DU TOLUENE SUR LES
CONSOMMATEURS I

Sur les daphnies, les essais ont également été réalisés

en systémes ouverts et fermés. Pour chaque systime, nous avons fait :

- des essais de courte durée (96 heures), sans apport de
nourriture,dans des conditions similaires & celles préconisées par le test

normalisé (AFNOR).
- des essais de durée relativement longue,4 3 40

jours. Dans ces conditions, les daphnies ont été nourries & 1'aide de chlorelles.

V.1l. TEST DE TOXICITE DE COURTE DUREE DU BENZENE ET DU
TOLUENE SUR LA DAPHNIE, SANS APPORT DE NOURRITURE

V.1l.1. Systéme ouvert

Des l'introduction du benztne dans le milieu, les daphnies
tombent au fond des récipients, et selon la concentration de 1'hydrocarbure

dans le milieu, on constate les phénomenes suivants :

Pour des concentrations supérieures 2 300 ppm de
benztne, ou 200 ppm de toluzne, les daphnies demeurent immobiles au fond

des flacons pendant toute la durée de 1'essai, c'est & dire 96 heures.
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Pour des concentrations de benzéne (CB) telles que
60 < CB < 300 ppm et des concentrations de toluzne (CT) telles que
40 < CT < 200 ppm, les daphmes aprés s'&tre immobilisées au fond des

tubes pendant un temps plus ou moins long, reprennent une certaine activité.

Pour des concentrations inférieures 3 60 ppm de benzine
et 3 40 ppm de toludne, les daphnies tombent au fond des flacons 3 1'introduc-

tion du toxique, mais aucune immobilisation n'est observée.

V 1 2. Systéme fermé

Des essais ont été réalisés en tubes A essai A col rodé,
bouchés a 1'émeri ; d¢s l'introduction de 1'hydrocarbure dans le milieu, on

constate A nouveau la décantation des daphnies au fond des tubes.

Résultats : Dans les tubes témoins, les daphnies parcourent
tout le volume qui leur est offert ; elles nagent partout, du fond du tube jusqu'au
trait de jauge. Dans'les tubes contenant le benzdne, les daphnies nagent dans
le fond Il pourrait y avoir une relation entre la concentration en benzéne et
la hauteur 2 laquelle peut monter une daphnie. Pour des concentrations
supérieures 4 15 ppm de benzéne, les daphnies sont pratiquement immobiles ;
on peut toutefois distinguer, mais assez difficilement, un mouvement trgs
lent des antennes, qui diminue avec le temps et-avec les concentrations

croissantes.
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V.2. TESTS DE TOXICITE DE DUREE RELATIVEMENT LONGUE DU
BENZENE ET DU TOLUENE SUR LES DAPHNIES, AVEC
APPORT DE NOURRITURE

V.2.1. Test en systéme ouvert

Dans ce mode d'intoxication, comme dans le cas des
cultures d'algues en systéme ouvert, les hydrocarbures quittent les milieux
de culture assez rapidement (temps de 1/2 séjour de l'hydrocarbnre'- dhns le

milieu variant de ! A 4 heures ).

Et comme on 1'a vu pour les chlorelles, les daphnies sont
également capables de récupérer, lorsqu'il n'y a plus de toxique dans le

milieu et cela se voit mieux encore en présence de nourriture.

Le tableau n® X1, montre que les concentrations supérieures
ou égales A 350 ppm de benzine ou A 250 ppm de tolutne, sont létales pour les
daphnies. Pour les concentrations inférieures, les daphnies survivantes se
développent et se reproduisent comme les daphnies témoins avec un retard:

qui croft avec la concentration en hydrocarbure.



44!

Toxique Concentration| e ffets Nombre de petits produits Mortalité % de la population
P 24 H 28 H par mere initale
diats T10 T 14 T 21 T10 714 T 21
Témoin 0 0 0 o 3 12 30.5 0 10 10
o] 17. 5 0 0 ] 2 13 29.5 0 0 0
g 87.5 ) 0 0 0.3 11 32 0 0 0
N 175 + ¢ o 0. 05 6.5 28 10 10 10
Z 262.5 4 ‘ “ 0 8 27 20 20 20
@ 350 4 ' h ] 0 (] 100 100 100
g 10 0 0 0 1.5 12 26 (] 0 0
] 50 4 0 0 1 11 28.5 0 10 10
3 100 4 ¢ 0 0.3 7 28.5 10 10 10
) 200 4 ¥ o ] 5 26.5 40 40 40
& 250 ¢ 4 ¢ 0 0 0 100 100 100

Tableau n*XL : Effets du benz2ne et du tolu2ne sur les daphnies

n présence i

ouverts. (* décantation ; $§ mouvements lents)
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V 2 2. Test en systéme fermé

LA encore, les seuils de toxicité sont plus bas que dans
les tests en systdme ouvert, du fait de la persistance du toxique dans le

milieu.

V.2.2.1. Aspect qualitatif de 1'action du benzéne et du toludne sur les
daphnies

Pour de faibles concentrations d'hydrocarbures dans le
milieu (concentration du benzdne <5 ppm et concentration du toludne ¢3 ppm )

aucun effet apparent n'est 2 signaler.

Pour des concentrations comprises entre 5 et 15 ppm pour
le benzéne, ou entre 3 et 10 ppm de toluzne, on constate un effet immédiat
des l'introduction du toxique dans le milieu ; les daphnies décantent et se
regroupent au fond du récipient, ceci étant accompagné d'un ralentissement
des mouvements des daphnies, qui peut se poursuivre jusqu'a 1'immobilité

totale.

La récupération de la mobilité peut se faire plus ou moins
rapidement selon la concentration en hydrocarbure. Ainsi, par exemple, ‘
pour 6 ppm de benzéne, ia récupération totale est faite en moins de 24 heures
alors que pour 12. 5 ppm, elle se fait difficilement A partir de 48 heures. Au
dela de 15 ppm de benztne, ou de 10 ppm de toludne, 3 part un léger mouve-
ment des antennes dont la fréquence diminue quand la concentration en hydro-
carbure augmente, les daphnies sont immobiles, la prise de nourriture est
quasiment nulle; les daphnies sont transparentes, leur tube digestif est vide,
et il n'y a pas de mues dans le milieu. La mortalité des daphnies est croissante

avec la concentration de I'hydrocarbure dans le milieu.
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Les seuils de toxicité sont différents selon le rythme
de changement du milieu dans lequel vivent les daphnies. La dose de 17 § ppm
de benzéne tue plus de la moitié de la population si les changements du
milieu ne se font pas en moins d'une semaine, alors qu'un changement
quotidien du milieu induit une certaine résistance de la daphnie, qui peut se

développer et se reproduire.

V.2.2.2. Aspect quantitatif de la toxicité du benzene et du tolutne

sur les daphnies

Pour évaluer la toxicité des hydrocarbures sur la daphnie
nous avons adopté comme critere, la prise de poids par les daphnies, ainsi

que le taux de reproduction.
Nous avons délaissé le critére d'immobilité car cette

derniére n'est souvent que momentanée, et de ce fait n'est pas un reflet de

la mortalité.

V.2.2.2.1. Evaluation de la prise de poids par les daphnies

Mode opératoire: Des daphnies de 6 3 7 jours, dont le
poids moyen a été déterminé sur un échantillon du méme lot, sont soumises
3 l'action de benzine et de toludne en présence de quantités suffisantes de
chlorelles comme source d'énergie ; la mesure de la croissance pondéraie

des daphnies est effectuée 7 jours plus tard.

Résultats : Le tableau n® XLI et la figure n® 22, montrent

que la prise de poids de la daphnie diminue quand la concentration d'hydro-

carbure dans le milieu augmente.
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Toxique | Concen-| Nombre | Nombre | Poids Gain de | Manque 2
tration de de moyen poids gagner
(en mg/1){ survivant§ morts (Hg) (rg) % )
Témoin 0 88 2 227.1 127.9 0
3.5 90 0 229. 1 129. 1 0
7 87 3 228 128 0
8.75 90 0 221. 7 121. 7 4.9
o 10.5 86 4 178 78 39
z 12. 25 78 12 161. 6 61 5 51.8
N 14 57 33 124.5 24.5 80.0
z 15.75 26 64 113 13 89.8
a 17.5 12 78 100 (] 100
M 19. 25 7 83
21 8 82
22 0 90
2 84 6 224.5 124. 5 2.17
1 4 90 0 225 125 2.3
4 5 88 2 223.1 123.1 9.8
H 7.5 81 9 123.2 23.2 81.8
g 8 57 33 117 17 86.7
o) 10 20 70 100 0 100
2] 12.5 7 83
15 1] 90
Tableau n® XLI : Effets du benzéne et du tolutne sur les daphnies,
élevage en systéme fermé, durée de 1l'exposition
7 jours , sans renouvellement du milieu .
A
Figure n® 22: 140 |
Croissance @120
pondérale des ,E‘
100
daphnies en L]
~
présence du ;" 80 Toludne \ Benzine
benzene et du =~ \
w 60 \
toluéne T \
toluene 3 s
f 40 \
L] 1
© Y
5 20 £
&) ‘\\
0 4 8 12 lo

concentration d'hydrocarbure tmg. 1}



146

Remarque Les valeurs portées sur le tableau n° XLlI, permettent en
outre, de déterminer les concentrations létales 50 % (CLSO) 7 jours ainsi
que les concentrations inhibitrices de croissance 50 % (CI50) 7 jours

(la concentration inhibitrice 50 % est, ici définie comme la concentration
du toxique qui permet une croissance pondérale, moitié de la croissance
des témoins). Les calculs de ces concentrations donnent -

= 11.8 ppm

- Pour le benztne CL = 14. 4 ppm et CI5

50 0

- Pour le tolu¢ne CL50 = 8.2 ppm et C150 = 6.2 ppm

V.2.2.2.2. Effets sur la reproduction

Les effets du benz2ne et du toludtne sur la reproduction des

daphnies, se traduisent par deux phénomenes concomitants :
1° - retard de la reproduction
2° - réduction de la fécondité

Retard de la reproduction

Le retard de maturité croft avec la concentration d'hydro-
carbure et la durée d'exposition. Ainsi par exemple, pour les daphnies
exposées 2 10.5 ppm de benzene, on trouve des valeurs s'échelonnant de

1 a2 4 jours-selon-le traitement {tableau n° XLII).
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Traitement Retard

Daphnies de 6 3 7 jours, exposées de manidre continue 2
Daphnies de 6 2 7 jours, exposées de manitre répétée 1}
Daphnies de 2 2 3 jours, exposées de manitre répétée 4 j
Daphnies de 4 2 5 jours, exposées de manitre répétée 33
Daphnies de 2 2 3 jours ou de 4 & 5 jours, exposées

pendant 72 h A du benztne, puis remises dans un milieu

gain 1

Tableau n° XLII Variation du retard de maturité des daphnies exposées

au benzene avec le traitement

Réduction de la fécondité

La fécondité des daphnies, exprimée en nombre de petits
produits par daphnie adulte dans le milieu, est réduite en présence

d'hydrocarbure.

La représentation graphique des courbes de natalité
cumulée pour 100 daphnies en fonction du temps, A diverses concentrations

d'hydrocarbures dans le milieu (figure n°® 23), montre .

a) - Le taux de reproduction diminue quand la concentration

de I'hydrocarbure dans le milieu augmente.

b) - Des irrégularités dans les écarts entre courbes de
natalité des daphnies témoins, et courbes de natalité des daphmes intoxiquées

Ce phénomene est probablement dd A la non synchronisation des naissances
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Concentration de benzene | Concentration de toluene

Témoin Sigs/l A gh &g/ my/1 m6g/l
v, & _|710] 4.3 3. 42 1.70 0. 30 4.23 2. 40 0.50
MEE-R T
3 29 2124 1.53 3. 28 1.83 0.88 1.31 1.28 0.47
s © 3 £
S w0 Elysg

. nombre de petits / 100 meres.

Naissances cumulées

Tableau n? XLII : Taux de reproduction des daphnies en présence du

benzene et du toluene.
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Figure n® 23 : Evolution de la natalité en présence de benzeéne ou de
tolugne.
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entre €levage témoin et élevage intoxiqué. Le déphasage est induit chez les

daphnies par l'introduction d'hydrocarbures dans le milieu d'élevage

c) - A partir du lOéme jour d'essai, on constate une
relative augmentation du taux de reproduction dans les élevages contaminés
par le benzene (tableau n°® XLIII). Ce phénomene est d@ 3 un développement
dans le milieu d'une flore bactérienne capable de dégrader le benzdne, et
qui, tout en détoxifiant le milieu, constitue un apport de nourriture supplé-

mentaire aux daphnies.

L'age a partir duquel les daphnies sont exposées aux
hydrocarbures n'a pratiquement pas d'influence sur leur fécondité
(tableau n°® XLIV), d'ou l'avantage, de 1'utilisation des daphnies de 6 2 7

jours.



Ages fies Daphnies de 48 3 72 heures Daphnies de 144 2 160 heures
daphnies en (2 2 3 jours) (62 7 jours)
début d'essai
goncentra -
age tion Témoin 6.8 10.5 13.2 Témoin 6.8 10.5 13.2
en _jours
10 175 0 0 0 160 0 0 0
12 911 420 0 0 715 540 53 0
14 1813 1220 360 0 1370 631 126 0
17 3050 1890 580 10 3188 2355 636 10
19 4180 2875 1100 57 4393 3960 1080 84
21 4980 3410 1700 180 5260 4120 1660 258
24 6200 5100 2830 360 6188 4795 2386 424
26 6400 5730 3000 535 6690 5858 2880 582
28 7150 6017 3060 774
3 7400 7566 3724 1107
33 7560 7747 4035 1215
35 7580 7747 4035 1215

Tableau n®° XLIV :

Effets du benzéne sur la reproduction des daphnies, influence de l'age des daphnies

en début d'expérience sur la natalité (nombre de petits produits par 100 daphnies

adultes).

oSt
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V. 2.2.2. 3. Autre méthode pour &valuer la toxicité des hydrocarbures

sur la daphnie

La présence d'hydrocarbures dans le milieu d'€levage

inhibe la croissance des daphnies, et influe sur leur prise de nourriture.

Si des daphnies sont introduites dans un milieu contenant
une forte concentration d'algues (6 3 7 millions de cellules/ml), la consom-
mation de ces dernitres par les crustacés conduit 3 une clarification du

milieu qu'on peut quantifier par photométrie.

. Exemple-=-Bans des tubeg A essai, A col rodé, nous avons
mis des daphnies en présence d'algues, et de quantités variables detolune,
_nous avons mesuré l'absorption d*une lumi2re de longueur d'onde 610 nm par
les divers tubes en début et en fin d'éxpérience. Les résultats obtenus par cette
technique sont similaires de ceux obtenus pour la prise de poids par les

daphnies, (figure n° 24).
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0.1} J
/I
!
0. 05} _/
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Toludne mg/]
! r N [l '] >
2 4 6 8 10

Figure n® 24 Fvailuation de la toxicl té du toluene sur les daphnies
par des mesures de la «larification du milieu
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V.2 2 3. Effets chroniques d'une intoxication au benzéne

Comme la littérature nous apprend que le benzdne peut avoir
des effets chroniques sur les individus exposés, nous avons suivi le dévelop-

pement et la reproduction

a) - Chez des daphnies ayant été exposées A ce toxique
directement pendant un temps suffisament long pour la vie d'une daphnie

(10 jours).

b) - Chez des jeunes daphnies issues de daphnies meres

exposées-d ce carburant.

Une exposition de durée limitée des daphnies au benzene
semble ne pas avoir d'effets sur leur fécondité. Aussi, par exemple, des
daphnies de 48 4 120 heures soumises & 1'action du benzéne pendant 72 heures
donnent, une fois matures, le méme nombre de petits que des daphnies témoins.
Méme des daphnies exposées pendant une assez longue période (10 3 12 jours)
au benzene, peuvent quand on les place dans un milieu sain, donner, au bout
de 3 A 6 jours, un nombre de petits par mere équivalent & celui des daphnies

témoinsg, tableau n® XLV

Age des daphnies| daphnies Daphnies exposées Daphnies exposées
en jours témoins entre le 2% et le 5% | entre le 6% et le 15¢
jour jour
10 2 15 4.5 3 0. 31
16 a 20 5.1 4.9 3.2
21 a 25 2.84 3.5 3.4
26 a 30 2 2.6 3.1

Tableau n® XLV : Effets d'une exposition de durée limitée sur la

reproduction des daphnies
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Le benzene n'entratme pas de modification apparente dans
le cycle biologique des daphnies issues de daphnies méres intoxiquées par ce

solvant, ce que nous avons pu apprécier grice 2 'expérience suivante :

Un lot de petites daphnies, nées dans un milieu contement

10. 5 ppm de benzdne, a été réparti entre trois séries de milieux
a) - un milieu sain (ne contenant pas de benzdne)

b) - un milieu isotoxique (contenant la mé&me concentration

de benzine que le milieu original, c'est & dire, 10.5 ppm).

c) - un milieu hypertoxique (contenant une plus forte concen-

tration de benz2ne que le milieu initial soit 13, 2 ppm).
Les résultats de cette investigation nous ont montré :

- que les daphnies remises dans un milieu sain ont un
développement analogue A celui des daphnies témoins, de méme 4ge. Aucune
différence significative n'a été notée entre les taux de reproduction de ces

deux catégories de daphnies (tableau n°® XLVI).

- les daphnies remises dans un milieu de toxicité supérieure
2 la toxicité du milieu natal, manifestent, parfois, une sensibilité plus faible
vis-3-vis du benztne que les daphnies mires. En fait cette diminution de la
sensibilité (ou augmentation de la résistance) n'est qu'apparente, et elle est
due 3 un développement dans le milieu d'une flore bactérienne capable de
dégrader le benzine. La diminution de la concentration du benztne dans le
milieu, ainsi que la production de phénols, ont &t& observés dans certains
cas. Plus précisément, c'est dans ces milieux 12 que le taux de reproduction
des daphnies est supérieur & la moyenne. Le tableau n® XLVII, montre ces

résultats.
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daphnies témoins daphnies provenant
de meres intoxiquées

taux de reproduction 3.9 3.71
moyen : nombre de 4. 07
petits produits par 4. 39 4.2
daphnie adulte et par 4.6
jour. ( entre le 10" et 3.45
le 19€jour) 3. 69 3.85
Moyenne des taux
moyens 4. 01 3.92
écarts types 0. 4299 0. 2524
covariance 0. 150
t de student 0.277

Tableau n® XLVI : Comparaison des taux de reproduction de daphnies

témoins et de daphnies issues de meres intoxiquées.

Daphnies provenants d'un Daphnies provenants d'un
élevage de meres témoins élevage de meres intoxiquées
( premidre génération) (deuxizme génération)
Concentration
de benzéne 10. 5 13.2 10.5 13.2
(mg/1)

taux de repro
duction entre

le 20°% et le
30ejour (z0)

an ¢ 1.5%0.15 0.1240.02 | 1.94+0.55 | 0.32+0.2
le 10 et'le
20%jour (¢ o)
taux de repro
duction entre | , 00 L0 14| 0854007 | 261406 [1.11 0. 25

Tableau n° XL VII : Effets du benzéne sur la reproduction des daphnies

provenant

de meres intoxiquées.
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V.3. DEVENIR DES HYDROCARBURES AU CONTACT DES DAPHNIES

Lors des expériences effectuées en systéme ouvert, plus
de 99 % de la quantité de benzéne ou de toludne initialement introduite dans
les milieux d'élevage, est évaporée en moins de 24 heures. Le phénomene

dominant est donc l'évaporation des solvants.

Pour des essais effectués en systéme fermé, il y a deux

étapes & considérer dans 1'évolution des hydrocarbures au contact des daphnies :

a) - Les essais de courtes durées {moins de 10 jours) :
la quasi-totalité de la quantité d'hydrocarbures introduite initialement dans
le milieu d'élevage 8'y retrouve inchangée.

Les daphnies s'imprégnent de 1'hydrocarbure auquel elles
sont exposées. Cependant, malgré une concentration élevée d'hydrocarbure
dans les organismes exposés (10 A 15 fois la concentration dans le milieu),
la quantité fixée par les daphnies reste tres faible, et n'entramme pas de
variations mesurables de la concentration d'hydrocarbure dans le milieu

(ceci en raison du faible rapport de poids des deux phases : Daphnies/Eau).

b) - Lors des essais de durée supérieure & 15 jours . les
quantités d'hydrocarbures retrouvées dans les milieux expérimentaux, deux
jours aprds les renouvellements des milieux, varient de 10 3 100 % de la
quantité qui doit y &tre normalement présente, compte tenu de la répartition

de 1'hydrocarbure entre le liquide et 1'atmosphire

Dans les milieux ol il y a baisse de la concentration du

benzine, il y a apparition de phénols.

La dégradation du benzéne dans les milieux d'élevage des

daphnies est un phénomzene aléatoire, il ne dépend pas de la concentration du
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carburant dans le milieu, et son apparition n'est pas systématique pour des

concentrations identiques de benzdne engagé.

Cela laisse penser que la dégradation des hydrocarbures
dans les milieux d'élevage des daphnies, est l'oeuvre d'une flore spécifique
qui s'est développée de manitre différente dans certains milieux, au cours des

opérations successives de renouvellement de ceux-ci.

Remarques La dégradation du benzéne est beaucoup plus fréquente que
celle du toluténe. La dégradation du benzene est plus rapide dans les milieux
faiblement toxiques, sans doute parce que les daphnies sont plus grosses et
parsconséquent. capables de transporter davantage de germes, lors des

opérations de changement des milieux d'élevage.

Dans les milieux ol a été constatée une dégradation du benzene,
nous avons remarqué que celle-ci continue, méme lorsque les daphnies sont

retirées du milieu.

Une souche bactérienne capable de dégrader le benzdne et

le tolu¥ne a été isolée de ces milieux, sa description sera faite plus loin.

Imprégnation des daphnies par les hydrocarbures

Les daphnies exposées au benzéne ou au toluzne s'imprégnent
de ces composés, leurs concentrations dans ces organismes pouvant atteindre
leurs limites supérieures en moins de 24 heures. Le taux d'imprégnation des
daphnies exposées est fonction de la concentration du carburant dans le milieu
et du poids moyen des organismes soumis A l'action des hydrocarbures,

(tableau n° XLVIII)

On doit tout d'abord remarquer que les facteurs de concent-
ration sont plus élevés pour le toluéne que pour le benzene. L'sge des daphnies

en début d'essar paralt jouer un r8le mais en fait, c'est le poids des individus



Toquue Age des Durée d'expo-| Poids moyen| Concentration |Concentration| Facteur de
daphnies sition continue| des daphnies| de solvant de solvant concentration
en début en jours en ug dans le milieu|dans les
d'essais en mg /1 daphnies ug/g

0oal 5 444 6.8 21 3.1
310 10.5 19 1.
255 13.2 28 2.1
o 67 5 1442 6.8 59 8.7
Z 1175 10.5 73 6.9
N 903 13.2 70 5.3
4
K 627 1 672 6.8 39 5.7
a 2 833 6.8 35 5.2
3 1162 6.8 43 6.3
4 1337 6.8 62 9.1
5 1442 6.8 59 8.7
o1l 5 511 2.5 19 7.5
469 4 43 10. 7
) 287 6 57 9.6
z
o 67 1 700 4 43.2 10. 8
i 2 777 4 42 10.5
o) 4 1190 4 47 11.8
2] 5 1351 4 56 14
5 1372 2.5 28 11. 2
L. 1071 6 47 7.8

Tableau n® XLVIII :

Imprégnation des daphnies par le benzdne ou le toludne

LSt
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qui doit &tre pris en considération. En effet, les facteurs de concentration
paraissent augmenter en fonction du poids des individus, mais il faut garder
A l'esprit une cause d'erreur possible : chez les plus petits animaux, la
surface d'échange est relativement plus grande et les possibilités de pertes
du solvant, pendant les manipulations précédant les dosages, sont plus

importantes.

. Elimination des hydr‘ocarbures par les daphnies

L'élimination des hydrocarbures par les daphnies conta-
minées et remises dans nn milieu sain, est trés rapide : plus de 90 % de la
qt.lantité d'hydrocarbure, accumulée dans les daphnies pendant leurs expo-
sitions A ces produits, est relarguée dans l'environnement, en moins de

4 heures lorsque les daphnies sont retirées du milieu contaminé.
V.4 CONCLUSION

Au cours de ce chapitre, nous avons montré :

1°) - L'insuffisance du crittre d'immobilité pour

1'appréciation des effets toxiques sur les daphnies.

2°) - Les hydrocarbures provoquent une immobilisation
momentanée des daphnies exposées. L'une des conséquences de cette
immobilisation est le ralentissément de la croigsance générale des orga-
nismes exposés, qui se traduit par un freinage de la croissance pondérale

et un retard de la reproduction.

3°) - Le toludne est plus toxique que le benzne vis-2-vis

des daphnies.

4°) - L'absence d'effets chroniques apparents sur la
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reproduction et la croissance pondérale des daphnies ayant &té exposées
pendant une durée limitée 2 l'action du toxique, et sur des daphnies prove-

nant de mres intoxiquées.

5°) - Au cours des essais de longues durées (plus de 15
jours), on peut voir apparafltre dans les milieux d'élevage des daphnies
contaminés par le benzdne, le développement d'une flore bactérienne spéci-

fique de la dégradation du toxique.

6°) - La concentration des hydrocarbures et leurs
éliminations par les daphnies sont trts rapides, et ils font intervenir la

taille des organiemes et la concentration dans le milieu.



160

CHAPITRE VI

EFFETS DU BENZENE ET DU TOLUENE SUR LES
CONSOMMATEURS II

Sur le poisson, nous avons retenu un seul critére biologique,
la mort. L'appréciation de cette dernitre est nettement plus aisée que pour
la daphnie qui peut rester immobile pendant 72 heures, puis se remettre 2
nager. L'immobilisation du poisson semble totale et irréversible. Elle peut
&tre déterminée avec précision et ainsi rendre les mesures de toxicité aigue
plus précises. C'est pour cela que nous avons adopté ce matériel biologique
pour évaluer les variations de toxicité de certaines associations dans lesquelles

les hydrocarbures ou leurs métabolites sont engagés.

VI.1 EFFETS DU BENZENE ET DU TOLUENE SUR L'ABLE

VI. 1. 1. Systdme ouvert

Comme nous 1'avons fait pour les chlorelles et pour les
daphnies, nous avons effectué sur l'able des tests de toxicité du benzene et

du tolu®ne en systdme ouvert.

Des poissons 2 jefin, sont introduits dans des cristallisoirs
contenant 1'eau de Volvic. Les hydrocarbures sont introduits dans le milieu,
soit directement sous forme de solvant pur (méthode A), soit sous forme de

solution aqueuse mere, saturée (méthode B).

Les effets sont rapides, les mortalités apparaissent au cours

des 24 premitres heures. Aucune mortalité significative n'est A noter par la
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Temps CLgq du benzine CLSO du toludne
en en en
Heures mg/1 mg/1
Méthode A Méthode B Méthode A Méthode B
1 180 137
2 165 122 215 100
151 113 200 100
16 132 100 195 90
24 125 97 195 90
48 125 97 " "
96 126 97 195 90

Tableau n°

1L, : Evolution de la concentration 1étale 50 % du benzine et

du toludne sur 1'able en systéme ouvert.

;I'emps nombre nombre de
en heures de morts survivants
0.5 3 42
1 15 30
2 17 28
19 26
16 21 24
24 22 23
48 22 23
120 23 22

Tableau n®* L : Mortalité de l'able au cours du temps pour une exposition

2 100 mg/l du benzéne, en systéme ouvert (Méthode B)
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suite, mé&me parmi les poissons ayant survécu dans des milieux contaminés
par l'un des solvants & des concentrations supérieures ou égales 2 la concent-
ration létale 50 %. Le tableau n°IL, montre 1'évolution de la CLg, du benzine
et du toludne au cours du temps. Dans le tableau n® L, nous avons reporté
1'évolution de la mortalité d'un lot de poissons, dans un milieu ol la concen-

tration initiale du benzene était de 100 mg/1.

11 faut noter que la CL50 diminue quand le solvant est introduit
dans le milieu sous forme de solution aqueuse. En effet, quand le benzéne
{ou le toluzne) est introduit dans le milieu 3 1'état de produit pur, il se comporte
comme tous les hydrocarbures. Une partie importante monte a la surface de
1'eau, son évaporation est plus rapide et la partie solubilisée par 1'eau n'est
qu'une fraction de la quantité introduite dans le milieu. En d'autres termes
la concentration du solvant dans l'eau est inférieure 2la concentration calculée
a partir de la quantité d'hydrocarbures mise en jeu. D'autre part la concent-
ration du toxique n'est pas la méme dans tous les points du milieu expérimental,
ce qui peut expliquer une certaine dispersion dans les résultats obtenus. En
effet, des anomalies peuvent &tre plus fréquemment constatées ; quand le
toxique est introduit dans le milieu A 1'état de solvant pur, par exemple,
l'augmentation de la mortalité et 1'augmentation des concentrations ne varient

pas toujours dans le mé&me sens.

VI. 1. 2.Systeme fermé

L'utilisation des fioles coniques (erlenmeyers) A col rodés,
bouchées A 1'émeri, pour des tests de toxicité du benzene et du toludne sur
1'able conduit A des seuils de toxicité de m&me ordre de grandeur que ceux
enregistrés pour les deux autres cspéces. Comme cela a été montré chez la
daphnie et chez les chlorelles, les concentrations létales déterminées en

systeme fermé sont plus faibles que ceiles mesurées en systtme ouvert.
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Dans le chapitre ""Evolution abiotique du benzzne et du
toludne dans 1'eau', nous avons montré que dans les systdmes fermés, il
se produit une partition de 1'hydrocarbure entre la phase liquide et 1'atmosphere
du récipient. Nous allons considérer ici l'influence de cette partition sur la

toxicité du benzene et du toludne sur l'able.

Mode opératoire : Dans des fioles coniques de 300 ml],
2 cols rodés, bouchées 2 1'émeri, sont introduits successivement dans chaque
récipient : un poisson dans une quantité connue d'eau, du benzéne ou du
tolu¢ne sous forme de solution aqueuse, saturée, et la quantité d'eau néces-

saire pour ramener le volume total du liquide 2 100, 150, 200, ou 250 ml.

. Résultats : La détermination graphique des concentrations
létales 50 %, par la méthode des totaux cumulatifs ( de poissons morts et
vivants), et le calcul de ces concentrations par la méthode dite
SPEARMAN-KARPER modifiée par HAMILTON M. A et coll. (1977), donnent

les résultats présentés dans le tableau n° LI.

Ce dernier montre qu'en rapportant le calcul des concent-
rations 1étales 50 % aux concentrations initiales dans le milieu, les résultats
obtenus dépendent du volume de liquide dans le récipient.Les CL50 diminuent
quand le volume occupé par le milieu augmente. Par contre si on prend en
compte, pour la détermination de ces CL50 la partition des hydrocarbures
entre 1'eau et l'atmosphire du contenant, on trouve d'une part que les
concentrations létales du benzene et du toluéne sont équivalentes et d'autre

part que les CLSO de ces solvants ne dépendent pas du volume du milieu,

Remargque :
a)- L'abaissement de la CL50 pour les volumes de liquide

de 250 ml observé pour les deux hydrocarbures, traduit un phénomene général

déja signalé par de nombreux auteurs. Il y a accroissement de la sensibilité
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Volume du Durée CL50 du benzene CL50 du tolugéne
.miFieu (?'exposl- rapportée rapportée
liquide tion % 1 aux quan- | _ aux quan- | _
(en ml ) heures |tités intro| corrigée |tités intro| corrigée
duites duites
24 26 17.3 30 21
48 25 16.7 28 19. 6
100 72 21.5 14.3 19.5 13.7
96 20 13.3 17 11.9
24 23 17.3 27 20.9
48 22 16.5 25 19. 4
150 72 19 14. 3 18 14
96 17.7 13.3 16 12. 4
24 25 17.1 25 21. 3
48 20 16.7 24 20. 4
200 72 17 14. 2 16. 5 14
96 16.1 ° 13.4 15 12.8
24 15.5 14. 2 20 18. 5
48 15.5 14.2 18 16. 7
250 72 14 12.8 15 13.9
96 13.8 12.7 14 13

Tableau n°® LI : Evolution des CL,0 du benzeéne et du toludne, en fonction
=4

du temps dans les flacons fermés.

#corrigée : tenant compte de la répartition de 1'hydrocarbure

entre les deux phases (air et eau)
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aux agents toxiques, des organismes vivants dans des conditions restric-
tives. Dans le cas signalé, c'est le faible volume de l'atmosphire, qui est
responsable de la sensibilité des poissons, car la quantité d'oxygene dispo-

nible pour la survie de ces organismes, devient trds faible.

b)- Au cours des 48 premidres heures, la CL50 du benzene
est plus faible que celle du toludne. Les deux composés ont pratiquement la
méme CL5° en 72 heures alors que la CL50 (96 heures) du toluzne est plus
basse que celle du benz¥ne. Cela pourrait &tre en relation avec la vitesse de

pénétration du toxique dans l'organisme.
Conclusion

Nous voyons donc que les CLSO du benzéne et du toludne

peuvent varier selon la manitre dont la détermination est faite.

Pour étudier la toxicité des substances volatiles sur la
faune ou la flore aquatique, il est primordial de connaftre les coefficients de
partage du toxique entre la phase aqueuse et 1'atmosph2re. Quand on ignore
ce coefficient, ou quand la concentration dans le milieu liquide A 1'équilibre,
ne peut &tre prévue, les essais de toxicité doivent &tre faits dans des flacons

bouchés, remplis de liquide, en l'absence de toute bulle d'air.

L'avantage de ce procédé est de tres bien connaftre la
concentration de toxique dans le milieu mais l'inconvénient est que la
quantité d'oxygene disponible devient faible, ce qui limite la durée des expé-

riences.

La possibilité de prévoir la concentration de toxique dans le
milieu liquide 2 1'équilibre, permet de travailler avec des rapports de volume
Air/Eau convenables, c'est i dire autorisant des teneurs en oxygene suffisantes

pour permettre la prolongation de la durée des tests.
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Lorsque le calcul des CL50 est ramené 3 la concentration
réelle de I'hydrocarbure dans le milieu liquide, les résultats deviennent alors

plus cohérents

V1.'2. DEVENIR DU BENZENE ET DU TOLUENE AU CONTACT DE L'ABLE

VI. 2. 1. Concentration et élimination du benzdne et du tolu2ne par l'able

VI. 2. 1. 1. Imprégnation de l'able par les hydrocarbures

Laa recherche et le dosage du benzéne et du toludne dans la
chair des poissons exposés & ces hydrocarbures, ont &été faits d'une mani2re
systématique et les résultats obtenus montrent que le taux d'imprégnation de
1'animal dépend de la concentration dans le milieu, du temps d'exposition, et

du poids du poisson.
Les résultats obtenus (figure n® 25), montrent que :

a) - La pénétration du benzéne dane le poisson atteint sa
limite supérieure plus rapidement que la pénétration du tolutne. Pour une
concentration donnée d'hydrocarbure dans le milieu, la concentration maxi-
male du benzine dans la chair de 1'able est atteinte en 48 heures, alors que

la concentration maximale du tolutne n'est atteinte qu'au bout de 96 heures.

b) - Pour une concentration initiale donnée d'hydrocarbure
dans le milieu, en valeur absolue, la concentration maximale d'hydrocarbure
dans le poisson est atteinte entre le troisizme et le quatritme jour d'exposition.
En effet, on note A partir du 4éme jour une diminution de la concentration
d'hydrocarbure dans le poisson, sans doute en relation avec la diminution de
la concentration d'hydrocarbure dans le milieu par un phénomene de bio-

dégradabilité
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Figure n° 25 : Evolution du facteur de concentration du benzéne et

du toludne dans le poisson, au cours du temps.
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Figure n°26 Evolution du facteur de concentration en fonction
du poids du p.asson.
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c) - Le facteur de concentration des hydrocarbures dans le

poisson est défini de la manidre suivante

concentration d'hydrocarbure dans le poisson

concentration d'hydrocarbure dans le milieu

Il montre que le taux d'imprégnation du poisson par le
toludne est plus grand que le taux d'imprégnation par le benzdne ; en effet,
les valeurs moyennes de F pour ces deux solvants sont 6 et 9 respectivement

pour le benzéne et le toludne.

La figure n°® 26 montre que le facteur de concentration
croft avec le poids de 1'animal. La recherche d'une corrélation entre F et
p (poids du poisson), nous a montré que ces deux phénomenes pourraient
8tre reliés entre eux par une relation de la forme :

F=ap+hb

La détermination des constantes a et b par la méthode des

moindres carrés, conduit aux relations suivantes :

3.76 + 3.8 p pour le benzene (r? = 0.82)

ny
1]

et

!
"

3.8 + 8.7 p pour le tolutne (rZ = 0.79)
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VI.2.1. 2. Elimination des hydrocarbures par le poisson

Lorsque des poissons contaminés par des hydrocarbures
sont remis dans un milieu sain, on constate une diminution de la teneur en
hydrocarbures dans leurs tissus. Il y a donc "épuration” ou "relargage" par

le poisson des hydrocarbures accumulés dans sa chair.

La cinétique de cette élimination des hydrocarbures, dépend
des conditions opératoires, et semble obéir aux lois générales de migration
d'un soluté A travers la surface d'échange séparant deux phases Ainsi, par
exemple tous les facteurs qui contribuent A diminuer la concentration des hydro-
carbures éliminés 3 l'interface poisson/milieu facilitent 1'épuration par 1'animal,

ces facteurs pouvant &tre

- un renouvellement continu du milieu 2 la surface du poisson

goit par agitation du milieu, soit par excitation du poisson).
P 4 P po
- une aération du milieu qui tout en renouveleant le milieu,
ermet d'avoir un gradient de concentration maximal entre poisson et milieu,
P g P

par 1'évaporation des hydrocarbures £liminés par 1'organisme animal.

Mesure de 1l'élimination des hydrocarbures par 1'able

Mode opératoire :

Dans des ballons d'une capacité de 2 litres, nous avons
introduit d'abord environ 800 m! d'eau de Volvic, puis 20 poissons, puis
6 ml d'une solution saturée de benzéne, ou 20 ml d'une solution saturée de

tolu¢ne, enfin la quantité d'eau de Volvic nécessaire pour compléter 2 1 litre.

Au bout de 48 heures (ou 96 heures), temps nécessaire pour

que l'inflitration du benzéne (ou du tolu2ne) dans 1'able atteigne son palier,
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les poissons sont retirés de leur milieu puis lavés un par un, i l'aide de

3 x 50 ml d'eau saine.

Deux lots de 10 poissons chacun ont été retenus pour la
détermination immédiate du taux d'imprégnation de l'animal par le benzéne
et le tolutne, ces teneurs constituant en outre la concentration en début

de 1'élimination.

Les autres poissons ont été répartis dans des fioles coniques

de capacité 300 ml, contenant chacune 100 ml d'eau de Volvic exempte d'hydro-

carbures.

Les dosages du benzene et du tolutne apparaissant dans les

milieux et restant dans le poisson ont été effectués au cours du temps.

La figure n® 27, montre clairement que 1'élimination du
benzene est plus rapide que celle du tolu2ne ; les temps de 1/2 vie de ces
substances dans la chair du poisson, en phase d'épuration dans les conditions

décrites eont : 1. 2 h pour le benzéne , et 2.8 h pour le toludne .

100 concentration d'hydrocarbure
W dans le poisson (% de la concentration
X R “ maximale atteinte en exposition)

Figure n® 27 : “
évolution de la concen- ‘\\
tration d'hydrocarbure ‘\

\
dans le poisson dans \

\
la phase d'épuration. \
50 F \ TOLUENE

0 A A " N A "

2 4 6 8 10 temps en heures

.
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VI. 2. 1. 3. Conclusion

L'imprégnation du poisson par les hydrocarbures est rapide.
La concentration maximale du benzdne dans l'animal entier est atteinte en 48 h
alpors que la concentration maximale du toludne est atteinte en 96 heures. Le
fait que ces concentrations puissent atteindre une limite qui ne dépend que de
1a nature de 1'hydrocarbure et de la concentration du solvant dans le milieu,
laisse penser que la pénétration de 1'hydrocarbure dans le poisson est un
phénomene purement physico-chimique. Le facteur de concentration calculé
dans ce chapitre serait le coefficient de partage de l'hydrocarbure entre la

phase eau et la phase poisson.

En effet, l'introduction dans une eau contenant du benzéne
ou du toluzne, d'un ou de plusieurs poissons morts, conduit également 2 une

distribution du benz2ne entre les deux phases (eau-poisson).

Le calcul des coefficients de partage (Ip) a été réalisé par

application de la formule :

]
¢ P
Ip =
!
ol Ip : coefficient de partage de 1'hydrocarbure entre l'eau

et le poisson.

C'p : concentration de 1'hydrocarbure dans le poisson mort.

C1 : concentration de 1'hydrocarbure dans la phase liquide

A 1'équilibre.

La comparaison de ces coefficients de partage avec les

facteurs de concentration (Fc) est faite dans le tableau n® LII.
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Benzeéne Toludne
Fe lp F. Ip
24 h 4.4 9.5 4.7 8.4
48 h 55 10. 2 5.8 13.7

Tableau n® LIl : Coefficient de partage du benzene et du tolutne entre 1'eau

et les poissons : (17‘c : pour les animaux vivants ; Ip pour

les animaux morts).

I1 est intéressant de noter que les concentrations du benzéne
et du toluéne sont plus grandes dans les poissons morts que dans les poissons
vivants pour une m&me période d'exposition. Cela nous permet d'avoir de
bonnes raisons de croire que la concentration du benzine et du tolu2ne par
le poisson est un phénomene passif. L'absence d'activité des poissons morts,
qui s'opposerait 2 1'imprégnation par des phénomenes de rejets, est probab-

lement la cause de la différence des concentrations.

Par ailleurs, il faut signaler que 1'élimination des hydrocar-
bures par les cadavres de poisson est plus lente que par les poissons vivants.
Ainsi, les temps de 1/2 vie du benz¥ne et du tolutne dans les poissons mis

en épuration dans les conditions expérimentales décrites plus haut donnent les

résultats suivants :

temps de 1/2 vie temps de 1/2 vie

dans les poissons dans les poissons

vivants (heures) morts (heures)
Benzéne 1.2 2.2

Toludne 2.8 5 2
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D'autre part, les variations des vitesses d'imprégnation
et d'élimination avec la taille des organismes exposfs, montrent que les
organismes de petites tailles concentrent et éliminent les hydrocarbures
plus rapidement que les gros. Ce phénomene est sans doute en relation

avec le rapport surface d'échange/volume des individus.

Toutes ces observations nous permettent -de penser
~ qu'il n'y a pas de bioaccumulation évidente des hydrocarbures 1égers
dans les organismes exposés, mais au contraire, une bioé&limination

s'oppose aux lois de l'éqﬁilibre thermodynamique.

VL. 2.2. Transformation de benzine et du toludne au contact de 1'able

Au cours des tests de toxicité du benz2ne et du toludne sur
1'able, nous avons constaté que ces hydrocarbures subissaient systématique-
ment une dégradation partielle. Des phénols A des concentrations facilement
détectables par notre technique d'analyse, apparaiasaiént dans les milieux

contaminés par ces hydrocarbures.

Remarques :

1 - Les phénols apparaissent uniquement dans les milieux

qui contiennent 3 la fois un poisson et 1'un des deux hydrocarbures.

2 - Il n'y a pas de relation directe, évidente entre la quantité
de phénol produite dans le milieu et la concentration d'hydrocarbure mise en

oeuvre. (tableau n° LIII).

3 - Curieusement, c'est dans les milieux oli le poisson a

été tué que la dégradation des hydrocarbures est la plus grande.
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4 - La dégradatior continue m&me apris la mort du poisson

5 - Dans les milieux n'ayant pas abrité de poissons, iln'y a

pas de dégradabilité des hydrocarbures.

6 - 11 y a biodégradabilité du benzene et du tolutne dans

1'eau prélevée des aquariums servant i 1'acclimatation de 1'able.

La concordance de ces observations nous a conduit 3 examiner
1'éventualité d'une dégradation du benzdne et du toludne par des microorganismes
symbiotiques ou saprophytes de 1'able ; ce que nous verrons dansa le chapitre

suivant.

Concentration] Concentrations de phénols apparaissant dans les milieux|
initiale de au 4Eme‘ jour au 6éme jour
benzene dans
le milieu A B C D A B C D
0 0 0 0 0 0 0 0 -0
7.6 0 traces| x traces| © 200 x 500
10 0 200 x traces 0 150 600 50
14 0 50 700 [traces 0 150 400 200
17.8 0 50 300 (traces 0 traces |2000 100

Tableau n® LIII : Comparaison des concentrations de phénols

apparaissants dans les milieux d'élevages de

1'able. Atmilieu n'ayant pas abrité de poisson
B: milieu abritant un poisson vivant, C: milieu
abritant un poisson mort en cours d'essai, et

D: milieu ayant abrité les ables.
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VI.3. EFFETS DES XYLENES ET DE L'ETHYLBENZENE SUR L'ABLE
VI. 3. 1. Toxicité

Les variations des CL5 de 1l'éthylbenzéne et des xylenes

0
vis-2.vis de 1l'able, au cours du temps, sont nettement plus grandes que

celles obtenues pour le toludne ou le benzene (tableau n°® LIV). On remarque
au cours des 24 premidres heures d'exposition, une diminution de la toxicité

lelong de la série : benzine — toludne — xylénes = &thylbenzene.

Entre 72 et 96 heures, on obtient sensiblement 1a mé&me

CL50 pour tous les hydrocarbures monoaromatiques étudiés.

Temps CL50 en mg/l
en
heures Benzeéne Toluzne p-Xylene Xyltnes Ethyl-
benzene
24 17.3 21 26 24 24.5
48 16. 7 19. 6 20.5 18.5 19
72 14.3 14 15 15 14.7
96 13.3 12 13 12.7 12
ACL".0 4 9 13 11.3 12.5

Tableau n°® LIV : Evolution des CLSO de quelques hydrocarbures mono-

aromatiques, au cours du temps.

ACL50 = CL50 (24n) - CL50 (96h)

IV. 3. 2. Imprégnation

Le facteur de concentration (Fc). pour le régime station-

naire (A 1'équilibre) croft avec la masse molaire de I'hydrocarbure (tableau n°LV)
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Hydrocar- Volume Ts Facteur de temps de 1/2

bure molaire {en heures) concentration | vie du solvant
dans l'able

Benzine 88.7 48 6 1.2
Toludne 106.3 80 8.7 2.8
Xylénes 120. 6 130 13.4 4

Ethylbenzene 122. 4 130 14. 1 3.7

Tableau n® LV : Variations des facteurs de concentration et des temps de

1/2 vie des hydrocarbures aromatiques dans 1'able.

Tg : temps nécessaire pour que soit atteint le régime
stationnaire (concentration d'équilibre entre 1'able et le

milieu).

VI. 3. 3. Elimination

Au cours des opérations d'épuration du poisson (remise
de 1'animal dans un milieu sain), 1'élimination de la moitié des hydrocar-
bures contenus initialement dans celui-ci a lieu dans des délais qui aug-
mentent le long de la série - benzine - toludne — xylénes et éthylbenzdne

(tableau n°® LV).

VI. 3. 4. Conclusion

Les augmentations de 1'amplitude de variations des CL50
des facteurs de concentration, du temps de 1/2 épuration, et du temps
nécessaire pour que la concentration d'hydrocarbure dans le poisson atteigne
sa valeur d'équilibre, le long de la série : benzéne toluéne xyldnes et
éthylbenz¥ne ; semble en relation avec l'augmentation des volumes molaires

de ces composés. Ainsi la recherche de corrélations entre les parametres

cités et le volume molaire conduit aux relations suivantes
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I-‘c = 0.24 v -16 r“ = 0.98

J)CL =024 V -17 2 = 0.97
50 : -
T, =254 v -18 rZ = 0.98
2
L4 = 0.08 v - 5.8 r =0.98
ou
F : facteurs de concentration

ACLSO : CLgg (24h) - CL_ ) (96h)

T : temps nécessaire pour que la concentration d'hydrocarbure

s
dans le poisson atteigne sa valeur d'équilibre,

L 4 : temps de 1/2 vie de 1'hydrocarbure dans la chair du poiseon
en phase d'épuration.

VI. 4. COMPARAISON DE LA SENSIBILITE DE L'ABLE A CELLE D'UN
POISSON "DE REFERENCE" LE BRACHYDIANQ RERIO

VI1. 4. 1. Sensibilité

Le fait que 1'able soit un poisson peu utilisé dans les
essais biologiques nous a conduit A comparer sa sensibilité a celle d'un

poisson mieux connu le Brachydiano rerio. Les résultats obtenus montrent

que les deux esptces ont des sensibilités du m&me ordre de grandeur 2
1'égard des hydrocarbures aromatiques, et d'un toxique de référence, le

dichromate de potagsium.

La détermination des concentrations 1&tales 50 % du benzéne

et du tolu2ne sur le Brachydiano rerio, nous a montré que cétte espéce est

légtrement moins sensible que 1'able 2 1'action des hydrocarbures. En cffet,

dans les m&mes conditions d'expérience on trouve les valeurs suivantes :
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Toxique Able Brachydiano
Benzéne 13.3 16.8
Toluéne 13. 4 16.2
Kz Crz 0_’ 420 390

La différence de sensibilité des deux espices vis-2-vis
des hydrocarbures peut &tre due A la diﬁérence de taille entre les deux lots
mis cn ocuvre. En effet, au cours de nos tests de toxicit€ du benzdne sur
1'able, nous avons rgmarqné que dans les milieux de m#mes concentrations

1a mortalité 1la plus forte cst enregistrée pour les plus gros individus. Un

test semi -quantitatif nous a permis de conforter cette remarqgue.

En effet, la détermination des concentrations 1étales 50 %
du benzine et da toludne sur deux lots de poissons (le premier lot est constitué
par des jeunes de taille moyenne 40 mm environ et de poids moyen 300 mg
environ ; le deuxidme lot est formé de gros poissons doat 1a taille moyenne
et le poids moyen seraient respectivement 50 mm et 600 mg). Les résultats

suivants ont £t€ obtenus -

Taille da -Poids da CLSO du CL Q du
poissom poisson benzdne tol?lene
en mm en mg en mg’l en mg/1

L <45 P < 400 16 15
L > 45 P > 400 13 13.2

VL. 4. 2. Capacités de concentration et d'élimination

Compte tenu de leur différence de taille, les deux espices
de poisson ont pratiquement la m&me capacité de concéntration et d'€limina-
tion des hydrocarbures. Les facteurs de concentration du benzine et du toludne

pour le Brachydiano sont respectivement 5 et 3.
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VI. 5. CONCLUSION

Les CLSO varient avec la méthode de leur détermination :
quand elles sont rapportées aux quantités introduites dans le milieu, les
valeurs trouvées sont en général plus £levées que celles rapportées aux
concentrations. L'écart entre les deux déterminations est plus grand dans

le systtme ouvert que dans le systdme fermé.

Le volume molaire des hydrocarbures aromatiques mono-
cycliques semble avoir un effet sur 1'évolution des CL50 au cours du temps,

ainsi que sur les cinétiques de leur concentration et élimination par l'able.

Plus le volume molaire est petit, plus rapides sont
1'imprégnation et 1'élimination ; et plus faible est 1'évolution de la CL50

au cours du temps (cas du benz2ne).

Les molécules les plus grosses (xylénes et éthylbenzine)
Par contre, pénétrent l'organisme plus difficilement et leur €limination est
également plus lente. Les variations des CL50 entre 24 heures et 96 heures
sont importantes.

Les facteurs de concentration augmentent également avec

le volume molaire.
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CHAPITRE VII

LES DECOMPOSEURS

VII. 1. Recherche et Identification des Microorganismes Dégradant le

Benzine et le Toluéne dans les Milieux d'Elevage du Poisson et

des Daphnies

VII. 1. 1. ldentification des bactéries

Les isolements et recherches de souches pures de bactéries
capables de dégrader le benzéne ou le tolutne, ont été tentés A partir des

milieux ou le catabolisme de ces produits a été constaté.

Dans tous les milieux contaminés par le benz2ne et ayant
abrité 1'able , une souche bactérienne a été trouvée systématiquement.
Comme. elle a paru sensible A la pénicilline, nous avons traité les milieux
d'élevage par cet antibiotique. Constatant que la dégradation pouvait continuer
A se faire, nous avons pu alors en isoler une 2¥™Me gouche, pénicillino-résis-

tante.

Nous avons ensuite cherché 2 les identifier par une série
de caractires morphologiques, physiologiques et biochimiques décrits dans

les tableaux n°® LVI et LVII.

La premidre souche se présente sous forme de bitonnets
Gram (-), immobiles, présentant beaucoup de caractires communs avec

Acinetobacter calcoacetucus (Moraxella II) tant sur le plan de 1'aspect des

cultures que sur les propriétés biochimiques (activités catalasiques et

oxydasiques, utilisation des sucres, dérivés soufrés, ... ). Pourtant elle



Acinetobacter

Caracteres Souche Souche calcoaceticus
M M (Moraxella II)
Morphologie batonnets bitonnets trapus{ b&tonnets
Coloration de
Gram - - -
Mobilité a 1'état
frais irmmmobile immobile immobile
Mobilité au
mannitol immobile immobile immobile
Culture 3 4°C + + +
Culture 2 24°C +(creme) +{cr2dme) +(créme)
Culture 2 41°C + - +
King A blanc créme créme créme
King B blanc créme créme créme
Lasser I N blanc créme crdme et créme et
{ cristallisation cristallisation
Citrate de Simons - - +
Urée + - -
Indole - - -
Oxydase - - -
Catalase + léger + +
Rouge de méthyle - - +
Voges Proskauer - - -
Klieger Lactose - - -
H>S - - -
Gaz - - -
Glucose - - t
Hugh et Leifson alcalinisation alcalinisation oxidative
dans le tube dans le tube
sans huile sans huile
Mannitol - - -
Saccharose - - -
Sorbitol - - -
Maltose - - -
Arabinose - - -
Galactose - - +
Levulose - - -
ONPG - - -
Bouillon nitrate trouble +1éger trouble - +(léger)
Bouillon trouble épais trouble épais trouble épais
Thioglycolate dans la partie dans la partie dans tout le
supérieure supérieure tube
Gélatine - - -
Caséine - - -
Tween 80 + + +
Amidon - - -
Action de la
Pénicilline sensible sensible rési1stante

Tableau n°® LVIII

Quelques caractéres des souches M et M' isolées

et de la souche Acinetobacter calcoaceticus
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Caractéres Souche Pseudomonas

P putida

Morphologie bdtonnets batonnets

Coloration de Gram - -

Mobilité A 1'état frais mobile mobile

Mobilité au Mannitol mobile mobile

Culture 2 4°C + +

Culture & 24°C +jaune pile + créme

Culture 2 41°C - -

King A colonies jaunes piles| creme

King B colonies jaunes piles| créme, pigments

Lasser 1 N

Citrate de Simons

Urée

Indole

Oxydase

Catalase

Rouge de méthyle

Voges Proskauer

Klieger Lactose
H,S
Gaz
Glucose

Hugh et Leifson

Mannitol

Saccharose

Sorbitol

Maltose

Arabinose

Galcatose

Levulose

ONPG

Bouillon nitrate

Bouillon Thioglycolate

Gélatine

Caséine

Tween 80

Amidon

Action de la Pénicilline

pigments diffusibles
verts fluorescents
colonies jaunes piles
pigments diffusibles
verts bruns

+ cristallisations

oxidative

+ léger
trouble épais 1/3
supérieure

résistante

diffusibles verts
fluorescents
creéme
pigments diffusibles
verts bruns
+ cristallisations

+

1+ 4+ 4+ 0+

oxidative

+ trés léger
trouble épais 1/3
supérieure

résistante

Tableau n® LIX : Quelques caracteres de la souche P et de la souche

Pseudomonas putida
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s'en différencie par le fait qu'elle est sensible A la pénicilline.

Elle pourrait alors &tre considérée comme tr2s voisine

de Moraxella lacunata (Moraxella I) pénicillino-sensible, mais cette dernitre

est oxydase (+) et non oxydase (-).

Le genre Moraxella (II) a été décrit par HOGN T. et
JAENICKE L.(1972) comme spécifique de la dégradation du benz2ne. Nous

nous sommes procurés un échantillon d'Acinetobacter calcoaceticus 2

I'Institut Pasteur de Paris et A notre grande surprise, cette souche s'est
avérée incapable de dégrader le benzine dans les m&mes conditions que

la souche que nous avons igolé. Cette dernitre semble se singulariser des
autres microorganismes par la manidre de dégrader cet hydrocarbure. En
effet, il semble que les microorganismes, actuellement isolés et reconnus

capables d'exercer cette action, le font tous selon la voie suivante :

H H
H H
—— e ———————i. —-
H
H
H H
BENZENE DIOXITANE CIS-DIOL CATECHOL

Notre souche emprunte une voie conduisant d‘abord 2 la
formation du phénol A partir du benzene et de 1'o-crésol & partir du toludne
comme cela a pu tre observé chez les mammiferes. Toutefois, &tant donné
la forte ressemblance de notre souche avec les genres Moraxella, nous
'appelerons souche "M" Elle est tres adapté 2 la dégradation du benzene,
du toludne et du phénol, qui peuvent méme, lui servir d'unique source de

carbone
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La deuxidme souche se présente également sous forme
de bitonnets mobiles Gram (-), ses caractires sont tout 3 fait comparables
3 ceux de Pseudomonas putida, qui a déji &té décrite comme apte A dégrader le
benzéne, (GIBSON D. T. et coll. 1968, 1970, 1971 ; AXCELL B. C. et
GEARY P.J. 1973, 1975).

Dans ce cas, le diagnostic n'a pas posés de probldmes et

nous l'appelons la souche P.

A partir des milieux d'élevage des daphnies, nous avons
isolé une souche bactérienne tris voisine A la premidtre souche M, que nous
avons appelé souche (M') mais qui pose A nouveau les mémes problédmes de

caractérisation.

VII. 1. 2. Cinétique de dégradation du benzeéne et du toludne par la souche M

La vitesse de dégradation des hydrocarbures par les
bactéries obéit aux lois générales de l'utilisation des substrats par les

organiemes vivants et par conséquent elle va dépendre entre autre de :

- la taille de l'inoculum, de
- la concentration de 1'hydrocarbure, de
- la quantité d'oxygene disponible, et

- des conditions opératoires (température, salinité, . ).

L'étude entreprise dans ce chapitre n'a pas la prétention
d’8tre exhaustive, elle permettra néanmoins d'apprécier les limites d'utili-

sation par cette souche des hydrocarbures aromatiques.

Le tableau n° LVIII, montre :

a) - que les bactéries de la souche M se développent mieux



Temps en heures

24

48

78

144

168

Evolution des cultures de bactéries
dans des milieux exempts de benzéne
(milliers de cellules par ml)

45

127

90

Evolution des cultures de bactéries
en présence de benzéne (milliers
de cellules par ml)

45

43

151

166

122

220

12230

[ Evolution de la concentration de
benzéne (en mg/1)

20

20

20

19

18

—

0.1

Evolution de la concentration de
phénols (en mg/1)

2.

Evolution des cultures de bactéries
dans des milieux exempts de benzene
(milliers de cellules par ml)

2550

3400

2200

Evolution des cultures de bactéries
en présence de benzéne (milliers
de cellules par ml)

2550

2600

4100

12300

21500

21700

21800

Evolution de la concentration de
benzéne (en mg/1)

20

16

0.5

00

Evolution de la concentration
de phénols (en mg/1)

0

1

2

0.

5

0

Tableau n® LVIII -

Evolution des cultures des bactéries de la souche M en

présence de benzéne ; influence de la taille de l'inoculum

sur la dégradation du benzéne

111
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en présence du benzne que dans le milieu exempt de cet hydrocarbure.

Les hydrocarbures étant la seule source de carbone dans
les milieux de culture, le développement des bactéries dans les milieux
contaminés par le benzetne, explique 1'abilité des bactéries A 1'utiliser comme

unique source de carbone.

b) - plus la taille de 1'inoculum est grande, plus rapide

est la dégradation du benzéne.

Influence de la quantité d'oxygéne disponible sur la dégradation du

benzene

La dégradation du benz¥ne, du phénol ou du toluzne par
la souche M dépend de la quantité d'oxygtne disponible dans le milieu, la
dégradation diminue ou s'arr8te quand la quantité d'oxygene dans le milieu

devient faible.

La figure n° 28 montre 1'évolution de la dégradabilité du
benzéne au coure du temps dans l'atmosphire confinée d'un flacon 3 col rodé

bouché 2 1'émeri.

On note une chute du nombre de bactéries viables, et un
arrét de la dégradabilité du benzene quand la quantité d'oxygtne disponible

dans le milieu devient nulle.

Cet arrét de l'activité bactérienne n'est pas da A une accu-
mulation de substances toxiques dans le milieu, mais bien 3 un manque
d'oxygene. En effet, la quantité du benzine ou du phénol dégradé ainsi que
le nombre de bactéries viables augmentent avec la quantité d'oxygene dispo-

nible dans le milieu, (figure n° 29).
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Figure n’ 29 : Dégradation du benzene par la souche M
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Influence de la concentration de 1'hydrocarbure sur la vitesse de

dégrad_ation

La dégradation du benz¥ne ou du tolune par la souche M

dépend de la concentration de ces carburants dans le milieu :

a) - pour des concentrations supérieures 3 400 mg/i de
benzene ou 320 mg/1 de toludne, il y a inhibition de la croissance des

bactéries.

b) - pour des concentrations inférieures 3 120 mg/1 ou
100 mg/1 de toludne, le temps de 1/2 vie du carburant dans le milieu augmente
avec sa concentration initiale alors que la production de biomasse au cours

d'une durée déterminée augmente avec celle du carburant.

c) - pour les concentrations intermédiaires, le temps de
1/2 vie de I'hydrocarbure dans le milieu augmente beaucoup avec la concen-
tration mais la biomasse produite pendant un temps déterminé, diminue avec

la concentration de 1'hydrocarbure.
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VIL 2. TOXICITE DES METABOLITES

La possibilité de production in situ, dans les milieux
contaminés par le benzéne ou le tolutne, de quantités non négligeables de
phénols et d'ions nitrites, nous a conduit A situer la toxicité de ces méta-
bolites vis-3-vis des trois especes choisies par rapport A celles des composés

ayant entrafné leur synthese.

VII. 2. ]. Le phénol

La responsabilité du phénol, métabolite majeur dans tous

les milieux contaminés par le benztne a été appréciée.

VII. 2.1.1. Effets du phénol sur les chlorelles

Les essais de toxicité du phénol sur les chlorelles, menés
aussi bien en systéme ouvert qu'en systtme fermé, montrent que pour des
concentrations inférieures 2 80 mg/1 de milieu, il n'y a pas inhibition de la
croissance des algues. Par contre une trés légere stimulation a &t€ notée
pour cette gamme de concentration, phénomene analogue 3 celui décrit par
GONCHAROVA A. V. (1975), cet auteur signale que le phénol exalte la photo-

synthe¢se d'une algue bleu-verte Oscillatoria splendida quand sa concentration

dans le milieu est comprise entre 1 et 100 mg/l ; pour les concentrations

supérieures, il y a inhibition de la croissance.

Un fait paraft important : sur le métabolisme de 1'azote par
les chlorelles, le phénol semble agir de la m&me mani2re que le benzene ;
on constate une accumulation d'ions nitrites dans le milieu, croissante avec

la concentration de phénol, (tableau n° LIX).

VII.2. 1 2 Effets du phénol sur les daphnies

L'action du phénol sur les daphnies semble différer de celle

du benzéne



Concentration nombre de D.O2A volume moyen volume Concentration
du phénol cellules/ml 665 nm des cellules cellulaire de NO3

en mg/1 106 x 10° emtm3 ul/1 en mgN/1
14 278 15.3 214 6.3
0.4 12.7 305 17. 2 219 0.3
1 15.2 310 16.3 248 0.3
2 14 310 16.9 237 0.4
5 13.2 315 17.7 234 0.6
10 16.7 340 15.7 261 0.8
20 15. 4 325 16.1 248 1
40 17.2 330 15.8 272 0.8
50 16 320 15.7 250 1.3

80 1.6 301 17.2 200 2

100 11 287 16. 6 183 1.7

Tableau n° LIX

Effets du phénol sur les chlorelles

061
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a) - Toxicité aigue

L'immobilisation des daphnies par le phénol, présente
les deux caractires suivants :
- elle est irréversible

- elle n'est pas immédiate

Les CISO {concentrations immobilisatrices de 50 % de
la population), du phénol vis-A-vis des daphnies varient de 50 mg/1 en 24

heures 2 30 mg/l en 96 heures, et évoluent donc avec le temps.’

b) - Toxicité sub-aigue

Pour des concentrations inférieures A 10 mg/1 de phénol,
on note en général une précocité de la reproduction avec un taux de naissance
plus élevé chez les daphnies exposées au phénol que chez les daphnies témoins
le taux de natalité devient par contre inférieur 2 celui des témoins apres

5 4 6 jours.

Pour des concentrations supérieures 3 12 mg de phénol par
litre, la reproduction des daphnies intoxiquées est retardée par rapport aux

témoins, le taux de natalité est plus bas (tableau n° LX).

La mortalité des daphnies exposées au phénol augmente

logiquement avec la concentration de ce composé dans le milieu.

Dans tous les cas, la mort des daphnies exposées au phénol
préesente un aspect particulier ; elles restent accrochées dans leur mue
jusqu'a la mort, phénomene déja observé chez des daphnies témoins mortes

eme

de vieillesse entre‘ le 45 et le 60éme jour de leur vie.

Remarque . Les daphnies exposées au phénol, dans des systtmes fermés, ont

une pigmentation brune, et sont en général plus foncés que les daphnies témoins.



Taux de reproduction moyens des daphnies Mortalités cumulées des daphnies en
en présence de phénol (nombre de petits présence de phénol (exprimées en % de
par daphnie adulte et par jour). la population témoin ).
Concentration de
hénol en mg’1
Age des daphnies 0 4 8 12 16 0 4 8 12 16
en jours
8 0 1] 0 0 0 0 0 0 0 0
9 0 0.8 1 0 0 0 0 0 0 6.7
10 0.9 0.9 1 0.2 0 0 0 0 3.3 6.7
12 2.3 2.7 3 1.8 0 0 0 6.7 13.3 16.7
14 3.0 3.1 2.9 2.3 0.7 0 10 10 16. 7 40
17 3.4 3.1 3 2.8 1.4 0 10 10 26. 7 60
19 3.7 3.5 3.2 2.8 1.7 0 10 20 40 70
22 3.6 3.2 2.8 2.7 1.7 0 13. 4 20 46 7 73

Tableau n° LX : Effets du phénol sur les daphnies : daphnies exposées

A partir du Zéme jour, dans des systemes fermés, en

présence de chlorelles, les milieux étant renouvelés

tous les deux ou trois jours.

261
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vir 2.1 3. Effets des phénols sur l'able

Sur l'able, seules les déterminations des CLSO de divers
phénols ont été faites, les résultats obtenus sont consignés dans le
tableau n® LXI. Ils montrent que les diphénols sont plus toxiques que les
monophénols et que d'autre part la forme quinone est plus toxique que le

diphénol correspondant.

Composé CLg, (24h) CL50 (48 h)
Phénol 35 30
0-Crésol 30 25
Catéchol 15 13
Hydroquinone 5 2
p-Benzoquinone 0.3 0.2

Tableau n°LXI : CL__ de quelques phénols sur 1'able

50
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VII. 2. 2 Les nitrites

VII. 2.2.1 Effets des nitrites sur les algues

Dans le chapitre IV, nous avons montré que les chlorelles

' ne présentent aucune différence

cultivées en présence de 100 mg/1 de NO

apparente avec les cultures témoines.

VII. 2. 2. 2. Effets sur les daphnies

Les nitrites A la concentration de 10 mg/] dans le milieu
sont nocifs pour les daphnies ; dans les milieux toxiques, nous avons trouvé
environ deux fois plus de mues et quatre A six fois moins de petits, que dans

les milieux témoins.

Examinées 2 la loupe, les daphnies provenants d'un milieu
toxique sont trds sales, par rapport aux daphnies témoins, on observe des.

tas de détritus (d'algues), collés aux extrémités mobiles des daphnies.

VIL. 3. CONCLUSION

A partir des milieux contaminés par le benz2ne et ayant
abrité 1'able, nous avons pu isoler deux souches bactériennes, la premidre
que nous appelons M est pénicillino-sensible et proche des genres
Moraxella ; elle est strictement aérobie, trds bien adaptée A la dégradation
du benzéne, du phénol et du tolutne ; elle peut s'en servir comme unique

source de carbone.

La deuxidme souche isolée est par contre pénicillino-résistante

et identifiée comme étant Pseudomonas putida dont 1'aptitude 2 dégrader les
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noyaux aromatiques est bien connue.

Le phénol quoique, apparamment moins toxique que le
benz¥ne vis-aA-vis des chlorelles, semble agir de la m&me mani2re sur le

métabolisme de 1'azote chez ces organismes.

En ce qui concerne la toxicité des phénols, il semble que
les diphénols soient plus toxiques que les monophénols et que les quinones

soient encore plus toxiques que les diphénols correspondants.
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CHAPITRE VIII

ASSOCIATIONS D'ESPECES OU DE TOXIQUES

VIII. 1. ASSOCIATIONS D'ESPECES

VIII. 1. 1. Associations trophiques

L'accumulation d'un toxique dans un organieme vivant,
est considérée comme un danger potentiel, pour les autres esptces ani-
males placées aux échelons supérieurs dans la hiérarchie de la chafe

trophique.

Dans ce chapitre, nous allons examiner les effets du benzene
et du tolutne sur les trois espices d'organismes vivants (adoptées pour cette
étude), associées en chafne alimentaire, ainsi, ont £té considérées les quatre

associations suivantes :

Chlorelles - Daphnies
- Daphnies - Poisson

Chlorelles - Poissons

- Chlorelles - Daphnies - Poisson.

Remarque : Les hydrocarbures monoaromatiques sont des composés dif-

fusibles, nous avons déja montré que .

a) - Leur concentration dans les espces exposées dépendent

de l'esptce, mais surtout de leur concentration dans le milieu environnant.

b) - Lorsque des organismes, contaminés par les hydrocarbures

sont remis dans un milieu sain, 1'élimination du carburant par ces organismes
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s'opdre, jusqu'l une concentration résiduelle qui ne dépend que de la
concentration d'hydrocarbures atteinte dans le milieu, donc par le rapport
des volumes :

biomasse contaminée

volume du milieu

Aingi plus le volume du milieu est grand, plus faible est la concentration

résiduelle de 1'hydrocarbure dans les organismes préalablement contaminés.

c) - La libération de 1'hydrocarbure dans le milieu est tr2s

rapide.

On peut s'attendre 2 ce qu'il n'y ait pas d'intoxication des
daphnies ou des ables par le seul biais de proies contaminées par les hydro-

carbures.

VIIL. 1. 1. 1. Association Chlorelles - Daphnies

- Effets biologiques

Aucune différence significative n'a été notée entre €levage
de daphnies nourries avec des chlorelles témoins et élevage de daphnies
nourries de chlorelles ayant été cultivées 5 jours dans des milieux contenant
du benzéne ou du toluzne A des concentrations pouvant atteindre les CI50
(5 jours) de ces hydrocarbures, c'est A dire 50 ppm de benzitne ou 40 ppm

de toludne.

En effet, les algues centrigugées et lavées ne renferment
plus qu'une tres faible quantité d"hydrocarbnre (502 100 ppm). Compte tenu
de la faible quantité d'algues 3 mettre en suspension dans un milieu sain pour

1'élevage de daphnies (rapport de dilution compris entre 0. 5 et 2 pour mlle),



198

on ne trouve guére plus de 1 mg/l d'hydrocarbure dans les milieux d'élevage
ce qui explique 1'absence d'effets des algues contaminées par les hydrocar-
bures sur les daphnies. Le toxique apporté par la nourriture est relargué
dans le milieu ol la concentration est trés inférieure A la concentration

limite tolérable des daphnies.

Remarque : Lorsque les algues contaminées sont remises en suspension
dans un milieu, lui m&me déjA contaminé par le m&me hydrocarbure, les
effets sont 1égérement plus grands que lorsque seul le milieu est contaminé.

On note une diminution du taux de reproduction de 10 3 20 %.

- Effets analytiques

Il n'y a pas de biomagnification de la concentration de
1'hydrocarbure dans les daphnies nourries par les chlorelles contaminées.
La concentration d'hydrocarbures dans les daphnies ne dépend que de la

concentration de ceux-ci dans le milieu d'élvage.

Toxique |GoncemtTation d'hydrocarbure en ng/g poids taux de

milieu algues milieu | daphnies mo'Yem repro-
algues daphnies d'une duction
daphnie {(daphnies)
Témoin 0 0 0 0 2.85 4
° 10 10 TRACES| 0.7 2.84 4.1
5 15 55 " 0.8 3.10 3.7
8 20 75 " 0.4 2.87 3.3
3 30 105 " 1 2.90 4.2
A 40 130 " 1.2 3.01 3.6
] 5 20 " 0.6 3.1 3.8
’g 1o 35 " 0.9 2.73 3.2
3 15 70 " 0.5 3.28 3.6
& 20 80 " 0.7 3. 14 3.9

Tableau n° LXII Influence des chlorelles contaminées sur le

developpement et la reproduction des daphnies.
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VIII. 1. 1. 2. Association Daphnies - Poissons

- Effets biologiques

Lorsqu'on donne au poisson des daphnies contaminées par
le benz2ne ou le toluzne, aucun effet apparent n'est A signaler. La prédation
des daphnies imprégnées par les hydrocarbures se fait au mame rythme que

la prédation des daphnies saines

LA encore, la quantité d'hydrocarbures amenée par les
daphnies dans le milieu des poissons est tr2s faible, du fait du relargage
des contaminants et leur dilution dans le milieu d'élevage du poisson, ceux-

ci ne constituant pas de danger immédiat pour 1'able.

- Effets analytiques

De faibles concentrations d'hydrocarbures ont ét€ trouvées
dans les poissons nourries de daphnies contaminées. Mé&me si toutes les
daphnies introduites dans le milieu sont consommées par le poisson, la
quantité d'hydrocarbures retrouvées dans la chair de ce dernier n'est qu'une

fraction tres faible de celle apportée par les daphnies dans le milieu.

VIII. 1. 1. 3. Les autres associations

Telles que :
- Chlorelles - Ables et
- Chlorelles - Daphnies - Ables

ont également montré qu'il n'y a pas de risque direct pour l'able ou la daphnie

3 se nourrir de proies contaminées par les hydrocarbures aromatiques légers.

Ces composés sont pourtant nocifs A tous les &chelons de



Concentration d'hydroq{ poids Nombre de daphnies] poids Concen- [quantité d*hydro.arburd
Toxi carbure en mg/l moyen (données |mangées | moyen tration apportée retrouvée
sroxique milieu daphnies d'une du dans le par les dans le
daphnie poisson [poisson daphnies poisson

Témoin 0 0 2.4 50 16 537 0 0 0

-1 6.8 50 2.1 50 31 624 0.5 3 26 0 31

2

P 10. 5 70 1.8 50 29 487 0.9 3 65 0 44

o

M 13.2 75 1.4 50 50 761 0.3 5.25 0 23

° 2.5 28 2 50 15 421 0.2 0.84 0 08

g

4 4 50 1. 50 42 832 0.5 3.99 0. 42

& 6 55 1. 50 34 635 0.8 2.99 0 51

Tableau n°

LXIII

Concentration de benz2ne et de toludne par l'able

nourri_A l'aide de daphnies contaminées.

002
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la chafme alimentaire, par leur effet direct sur chaque espice, ol leur action
se traduit 3 chaque niveau par une réduction de la biomasse. On peut donc

parler d'effet biocénitique.

VIIT. 1. 2. Associations symbiotiques

Comme nous 1l'avons signalé plus haut, nous avons pu isoler
du milieu d'élevage du poisson, une esptce bactérienne (M) capable de

dégrader le benz2ne, ainsi que d'autres composés aromatiques.

Dans ce qui suit, nous allons examiner 1'influence du benz2ne
sur les algues et les daphnies en présence de bactéries de la souche (M). Ceci
symbolisera un aspect du r6le des décomposeurs dans les études d'impacts des

hydrocarbures sur la faune et la flore aquatiques.

VIII. 1. 2. 1. Associations Bactéries - Algues

L'introduction de bactéries (de la souche (M) 2 la concentration
initiale de 1000 cellules/m)) dans les milieux de culture d'algues contaminées
par le benzne ou le toludne, entrafme une croissance des algues, plus grande

dans les milieux toxiques que dans les milieux témoins, (tableau n°® LXIV).

D'autre part, la dégradation des hydrocarbures est plus

rapide quand les deux esptces sont associées,
Ce phénomene s'explique de la manidre suivante

a) - Les algues se développent mieux que dans les cultures
témoins, parce que les bactéries détoxifient le milieu et y produisent du
dioxyde de carbone, nécessaire pour la photosynthese (rappelons que dans

les systémes fermés, le CO_ est un facteur limitant pour la croissance

2
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algale)
b) - La dégradation des hydrocarbures par les bactéries

est elle m&me, activée par la formation progressive de 1'oxygeéne par les

algues.

VIII. 1. 2. 2. Associations Bactéries - Daphnies

L'introduction de bactéries de la souche (M) dans le milieu
d'élevage des daphnies 3 la concentration initiale de 1000 cellules/ml se

traduit par 1'atténuation des effets du benzine et du tolutne sur les daphnies.

Le nombre de daphnies mortes ou immobiles aprts 72 heures
d'exposition au benzene est réduit de 50 3 60 % dans les milieux ol les bactéries
ont été introduites. A signaler aussi que les daphnies élevées en présence de
bactéries sont plus grosses et ont une mobilité plus grande que les daphnies

élevées dans un milieu qui ne contient que du benzene ou du toludne.

Ceci laisse penser que les daphnies peuvent se nourrir des

bactéries de la souche (M) et. ou de métabolites des hydrocarbures.

ANombre de daphnies
mortes ou immobiles
28
Figure n°30 :
Effets de la présence
de bactéries de la 20}
souche M sur la
toxicité du toluene -
vis A vis des daphnies en présence
de bactéries
12 ¢
3
//
4r —
0 TOLUENE
—
4 5 8 10 12

mg/1



1 Algues Algues + Algues + Algues + Bactérie + Algues + Algues +
Témoins Bactéries Benzéne Bactéries + Benzéne Toluéne Bactéries +
(100 mg/1 Benzene (100 mg/1 (25 mg/1) Toludne
(100 mg/1) { 25 mg/1)
nombre de
cellules par 10 10.3 2.5 36.6 1* 5.9 21.5
ml ( 10%)
volume moyen
des cellules 16 17 14. 2 14.5 2.6 16.1 14. 8
um
volume total
des cellules 160 175 35.5 530 2.6 95 318
comptées ul/l
concentration
d*hydrocarbure 0 0 80 0 10 18 0
apres 5 jours
concentration
du phénol 0 0 0 0 5 0 0
analyse bacté- 3 6 6
riologique 64 x 10 78.5x 10 24.5x 10

bactéries par ml

Tableau n® LXIV :

Action du benzéne et du_toludne sur l'association algues-bactéries

Les mesures sont effectuées 5 jours apres l'ensemensement

# : Comptage au Coulter Compteur

€02
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VIII. 2. ASSOCIATIONS DE TOXIQUES

Les phénomenes de pollution sont difficiles & rattacher
3 la présence d'un seul polluant, car on ne connait pas encore 2 1'heure
actuelle un contaminant qui aurait atteint dans la biosphere son seuil de
limite tolérable pour 1'homme. La dégradation de 1'environnement constatée

ici et 12 est sans doute due 2 une sommation des effets des divers polluants.

Ainsi 1'étude de certaines associations de toxiques vis-3a-vis
de 1'able nous a montré que les CLg des substances essayées varient dans
de trts larges proportions selon qu'elles soient seules ou associées A d'autres

composés, comme le montre les tableaux n® LXV et LXVL

Concentration CL5p du benz¥ne *Hg B xp A+B
du Mercure en présence du Hg CLgq (Hg) CLSO (B)
400 0 1 0 1
200 8.9 0.5 0.5 1
150 11.5 0. 37 0. 65 1. 02
100 13.2 0.25 0.74 0.99
50 16. 8 0.12 0.94 1. 06
0 17.8 0 1 1

Tableau n°® LXV :

Evolution de 1a Cl.gg du benzéne sur 1'able en présence

du Mercure

Concentration CLgq du benzene A X B xp A+B
du Toluzne
CL50 (T) CLSO (B)

0 17.8 0 1 1
1.8 14.7 0. 09 0. 82 0.91
3.6 12.3 0.18 0. 69 0.87
7.2 9.2 0. 35 0.52 0. 87

20. 4 0 1 0 1

Tableau n® LXVI : Evaluation de la CLg, du benzene sur l'able en présence

du Tolutne
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Si on écrit .

CI..50 (Hg) - CLSO (24 heures) du mercure seul sur 1l'able,
CL50 (B) : CL50 (24 heures) du benzine seul sur l'able,
CLSO (T) : CLSO (24 heures) du tolu2ne seul sur 1'able,

Xy : Concentration du benzdne conduisant A la mort de

50 % des ables exposés en 24 heures en présence
soit du mercure 2 la concentration xl'lg soit du

toluzne 2 la concentration Xy
et 8i on considére la somme des deux rapports :

*Hg *B

cL,, Fg cL_, ()

on trouve une somme constante et égale A 1'unité ; ce qui permet de dire
que dans le cas de l'association benztne plus mercure, il y a une simple
addition des effets des deux toxiques. Alors que si on considire la somme

des deux rapports suivants

Xy xp
CL__(T ¥ CL B
50 ) 50 (B)

on trouve des valeurs inférieures 2 1'unité, ce qui permet de dire qu'il y a

potentialisation des effets du benzene par la présence du tolugne et vice et versa.

D'une maniére générale les phénomenes de synergisme

peuvent 8tre exprimés par l'une des méthodes suivantes
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1- Soient xl. xz. . X les concentrations dans le

milieu des substances SI' S . Si' concentrations pour lesquelles la

2"

DL__ du mélange est atteinte Si, C

50 . CZ. ..... . Ci' sont les concentrations

1
1étales 50 % de chacune des substances prise séparément, on peut définir des

fractions toxiques des substances Si par le rapport :

£,
! C.
1
congidérons maintenant -
Efi=fl+f2+ + 1

trois cas peuvent se présenter .

- zfi = 1. on a addition des effets toxiques des substances

en présence : synergisme (B + Hg)

- 2 fi < 1 dans ce cas on a un synergisme toxifiant :

potentialisation (NOi + Hydroquinone) ou (Benzine + Toluene)

- 2 ‘i > 1. neutralisme ou antagonisme

(NO; + Aniline).

2 - Un effet biologique B qu'on obtient par l'administration

des substances S Si, Sn. séparément 3 des concentrations Cl'

1 Sz. .
C

2 Ci' o Cn, peut également 8tre obtenu par la présence concomitante

de toutes ces substances A des concentrations xl. xz. . xi. . xn.

telles que :
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ol ij est le coefficient de synergisme entre la substance (i) et l1a substance
(j), ces coefficients peuvent &tre déterminés par une &tude de la toxicité des

substances,  seules puis associées deux 2 deux,

Si on prend aijzaij ce qui semble logique, on trouve dans le
cas de l'association benzdne - mercure aij:l et dans le cas de l'association

benzene - toludne aij=l. 15.

Selon la valeur de aij trouvée, trois cas peuvent &tre

congidérés. :

a)- aij=l ,» il y a synergisme (addition des effets)
b) - aij>l ., il y potentialisation des effets d'un toxique par
la présence de 1'autre.

c)- aij <1, il y a antagonisme ( détoxification ou neutralité

d'une substance vis A vis de l'autre).

L'évolution de la CLSOdu benzene en présence du toludne

montre une potentialisation des effets toxiques réciproques de ces deux
composés vis A vis de 1'able. Plus généralement on constate qu'2 concen-
tration égale, un mélange d'hydrocarbures est plus toxique que n'importe
quel constituant du mélange. { Ce phénomene est A rapprocher de l'observation
classique en physico- chimie 2 savoir : 1'abaissement des températures de
changement d'état physique, par la réalisation de mélanges).

Ainsi par exemple, la mo;enne des CL__des trois xylénes

50
pris séparément est supérieure 2 la CI..!__.0 du mélange.
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1]
CL50 24 h sur l'able
Moyenne des 3 xylenes 26.5
Mélange des 3 xyldnes 24

LACAZE J. C. (1978) trouve une C150 des algues par un

pétrole brut du Koweit bien plus faible que les CI_  des constituants réputés

50
les plus toxiques, et pense i un effet de synergisme.

La comparaison des CL50 de 1l'essence automobile et des
CL50 des aromatiques monocycliques montre que lorsqu'on ne tient compte
que de la fraction soluble, l'essence semble plus toxique alors que si on
considére la quantité d'essence introduite dans le milieu, on trouve des

seuils de toxicité comparables.

En général, lorsqu'on ne tient compte que de la fraction
soluble dans 1'eau d'un produit pétrolier, on constate une interpotentialisation
des effets toxiques des hydrocarbures solubilisés ; les concentrations létales
de la fraction soluble sont plus petites que la concentration létale de n'importe
quel constituant du produit pétrolier. Cependant, il ne faut pas perdre de vue
une source d'erreur possible : la composition exacte du produit pétrolier
est souvent inconnue, et la concentration de la fraction soluble n'est pas

déterminée avec précision.

VIIL. 3. CONCLUSION

L'association des especes nous a montré que les organismes
contaminés par les hydrocarbures aromatiques légers ne présentent pas de
risques évidents pour leurs prédateurs. Certaines associations telle que
1'association Chlorelle - Bactéries, peuvent constituer un moyen d'épuration
du milieu contaminé par les hydrocarbures et une source non négligeable de

synthéses protéiques.
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L'étude de quelques associations de toxiques montre la
difficulté de prévoir les effets d'une substance sur le milieu naturel 2

partir de simples essais de laboratoire.
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CONCLUSION

La crainte d'une pollution massive par les produits pétro-
liers comme cela fut le cas lors du naufrage du TO_RREY-CANYON en 1967
ou de I'AMOCO CADIZ en 1978 au large des cbtes bretonnes, a entrafhé une
prise de consacience de 1'acuité du probltme et fait que la pollution par les

hydrocarbures est bien pergue par 1'opinion publique.

A) Le nombre de publications techniques sur le devenir des
hydrocarbures dans l'environnement et leurs effets sur les organismes vivants
est trés important. Mais la diversité des produits pétroliers et celles des
esplces animales et végétales utilis€es par divers auteurs dans des conditions
expérimentales variées, font qu'en général les résultats publiés sont trés
difficilement comparables entre eux. Cependant, les conclusions générales

énoncées peuvent Etre confrontées et on peut en déduire les idées suivantes :

1 - Les émissions d'hydrocarbures dans 1'environnement
sont tr2s importantes car elles se chiffrent par dizaines de millions de
tonnes par an {environ 60 millions de tonnes en 1974, ce qui représente une
fois et demie la consommation annuelle de l'ensemble des pays du continent

Africain).

2 - Les risques ne sont a priori A craindre que localement
dans les zones atteintes par un déversement massif d'hydrocarbures {(cas de
pollution accidentelle), ou par une pollution chronique par déversement répété

de petites quantités (cas de zones industrielles).

Malgré une émission importante des produits pétroliers

dans l'environnement, leur dispersion et leurs dégradations. tant abiotiques
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que biologiques, semblent éliminer une grande partie sinon la totalité de
la nocivité de ces polluants. Tout hydrocarbure paraft effectivement suscep-

tible d'8tre métabolisé.

Dans les zones atteintes par un déversement massif, les
effets semblent surtout aigus et observables tant que demeure la source de

pollution.

3 - Les effets d'un déversement massif d'hydrocarbures
sont plus persistants dans le sol que dans 1'eau, et plus persistants dans
I'eau que dans }'atmosphere. Dans le milieu aquatique, les effets de ce type
de pollution sont plus marqués dans une eau stagnante que dans des eaux

mouvementées.

4 - Les produits pétroliers ou leurs produits de combustion
pPeuvent contenir des composés aromatiques polycycliques dont le pouvoir

cancérogeéne est prouvé chez 1'animal.

5 - La toxicité aigue des produits pétroliers est liée en
grande partie A leur concentration en fractions légeres et plus particulid¢re-
ment en hydrocarbures aromatiques monocycliques. L'étude écotoxicologique
de ces derniers constitue donc un indice prédicitif de 1'effet aigu maximum

d'une pollution de telle nature.

Au cours de ce travail, les risques écotoxicologiques des
hydrocarbures aromatiques ont été appréciés sur trois especes d'organismes
vivants, ayant déji servi s€parément A des tests de toxicité de produits
pétroliers et susceptibles de constituer une chafhe alimentaire A trois niveaux.

Ces trois esptces sont . une algue, Chlorella vulgaris B. ; un micro-crustacé,

Daphnia magna St ; un poisson, Leucaspius delineatus Heck.

6 - Des études de la toxicologie des hydrocarbures vis-2-vis



des organismes vivants de laboratoire, il ressort qu'en génral les résultats

obtenus sont difficilement comparables pour plusieurs raisons

a) Les produits utilisés ne sont pas les mé&mes,
b) les espces amimales ou végétales utilisées ne sont pas
les mé&mes,

c) les conditions expérimentales ne sont pas les mémes

Les flacons destinés aux tests biologiques (tubes 2 essais,
fioles coniques. cristallisoirs) ne sont pas standardisés et pratiquement,
dans tous les tests de toxicité des hydrocarbures sur les organismes aqua-
tiques, la concentration réelle du toxique dans le milieu semble étonnament
ignorée. De nombreux auteurs ont entrepris de faire des tests de toxicité des
hydrocarbures en général, et des aromatiques légers en particulier Les
résultats obtenus sont malheureusement imprécis parce qu'ils se rapportent
souvent A une concentration en hydrocarbures "présumée', calculée 2 partir
de la quantité d'hydrocarbures introduite 1nitialement dans le milieu et dont on
ne sait de quelle manieére elle évolue En effet, les milieux de culture ou
d'élevage sont mis dans des flacons qui permettent 1'évaporation et sont le
plus souvent agités 2 la main. La surface d'échange n'est pas fixée, donc
I'évaporation n'est pas uniforme, ce qui rend les résultats peu reproductibles

La dose 2 laquelle sont exposés les organismes n'est évidemment pas connue

Une étude de 1'évolution de la concentration du toxique
dans le milieu expérimental était donc tout d'abord nécessaire pour pouvoir

évaluer les risques toxiques avec une meilleure précision.

7 - L'adaptation de 1a méthode du Head Space pour le dosage
des hydrocarbures par chromatographie en phase gazeuse aussi bien dans
les milieux que dans les organismes exposés, a donné des résultats satis-

faisants compte tenu de la variabilité en poids et en tailles des échantillons
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étudiés. Cette technique a €té ainsi pour nous un outil analytique précieux.

B) L'étude de 1'évolution abiotique du benzdne et du toludne

dans 1'eau nous a permis de faire les constations suivantes :

1 - La dissolution dans 1'eau d'un hydrocarbure dépend
évidemment de sa solubilité et de sa concentration dans la fraction hydro-
carbonée. Ainsi pour le benzene et le tolutne, nous avons trouvé les
relations suivantes :

C 1750 x

B B

C

T 505 xT

ol CB et CT représentent les concentrations du benzene et du toludne dans
l'eau en contact avec un mélange d'hydrocarbures dans lequel les fractions
volumiques du benzine et du toludne seraient respectivement xg et X
2 - Dans les systtmes ouverts, le temps de séjour du solvant
dans le milieu aquatique est trés court, et en outre, il est trés influencé par
la variation de nombreux paxametres tels que : température, agitation,
aération, surface d'échange, etc, . La concentration dans le milieu est

une fonction décroissante du temps de la forme :

ol Co et C sont les concentrations initiales et actuelles du solvant dans l'eau et
4 une constante dépendant du mode opératoire et mettant en jeu les tensions

de vapeur des composés

3 - Dans les systéemes fermés, la concentration de 1'hydro -

carbure dans I’eau C| évolue vers une valeur qui, a température constante.
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dépend de la fraction du volume occupé par le liquide, et de la concentration
initiale Co . dans les gammes de concentration utilisées au cours de ce travail

on a

v
1
Cl = C0 [0. 5+0.5 v, ] pour le benzdne
Y
C =C [0. 55 + 0. 45 —-—] pour le tolu¢ne
i o v

t

ol Vl et Vt représentent respectivement le volume du liquide et le volume

total du systéme.

Ainsi quand le liquide occupe tout le volume qui lui est
offert, la concentration de 1'hydrocarbure dans le milieu reste constante

et égale A Co'

4 - La contamination de 1'eau par les hydrocarbures

aromatiques peut se faire également 3 partir d'une atmosphere polluée.

5 - L'utilisation dans les tests biologiques de flacons fermés,
dans lesquels le liquide remplit la totalité du volume utile du récipient,
semble 8tre un excellent procédé pour développer les tests de toxicité.
Malheureusement cette méthode ne peut 2tre généralisée, car en l'absence
d'atmosphdre gazeuse, la quantité d'oxygene disponible dans le milieu est
limitée 3 la quantité d'oxygene dissoute dans le liquide, qui est trés faible,

et la durée des tests se trouve ainsi trop réduite

Au cours des essais de toxicité, nous avons adopté des
erlenmeyers bouchés A 1'émeri, d'une capacité de 300 ml, contenant 100 ml
de milieu Un tel systtme fermé permet A un able de vivre, en moyenne,

pendant 10 jours sans apport extérieur d'oxygene, la concentration d'hydro-
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carbures A 1'équilibre dans le milieu ayant &t€ déterminée au préalable.

Des erlenmeyers de capacité de 125 ml ou 500 ml, bouchés
3 I'émeri ont également été utilisés dans ce travail et cela, en fonction de
certains besoins particuliers, par exemple pour la culture d'algues. A cet
égard, les petits flacons présentent l'avantage de pouvoir multiplier le nombre
des essais, par contre les erlenmeyers de grandes capacités permettent pour
chaque essai d'avoir un volume de milieu suffisant pour contr8ler correctement

plusieurs parametres.

Les tests de toxicité conduits en flacons ouverts ont également
€t€ utilisés, mais ils nécessitent le contréle de nombreux paramedtres ; leur
intérét réside cependant dans le fait qu'ils peuvent dans une certaine mesure

rendre compte des effets des polluants gazeux en milieu naturel.

Les seuls auteurs qui, A notre connaissance, ont utilisé des
flacons fermés, (DUNSTAN W M. et coll. 1975 ; ATKINSON L. P. et coll. ,
1977), s'étonnaient de voir disparaftre la moitié des hydrocarbures introduits
dans leurs flacons, et attribuent cela 3 la volatilité de ces types de composés.
Quant 2 nous, nous pensons que cela peut &tre également dd A la répartition
de 1'hydrocarbure entre la phase liquide et la phase gazeuse, ou A 1'absorption

de 1'hydrocarbure par les bouchons utilisés par ces auteurs,

C) Critéres d'évaluation de la toxicité des aromatiques

légers

1 - Sur les chlorelles : nous avons retenu comme critdres

d'observations le dénombrement des cellules au compteur de paticules Coulter,

le volume cellulaire et les mesures d'opacimétrie, de teneurs en ATP ou en
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2 - Sur les daphnies nous avons surtout considéré la
croissance pondérale et le taux de reproduction. Nous avons plus ou moins
délaissé le critere d'immobilité, car celle-ci n'est que momentanée et n'est

pas, de ce fait, un reflet de la mortalité

3 - Sur les poissons : nous avons retenu le critére bio-
logique le plus simple, la mort, dont 1'appréciation est plus aisée que pour
la daphnie, (les daphnies peuvent ainsi rester immobiles pendant 72 heures
puis se remettre A nager, alors que l'immobilisation du poisson semble

totale et irréversible).

D) Evaluation de la toxicité

Elle a été faite systématiquement en systimes ouverts et

fermés.

1 - L'utilisation des systdmes ouverts, nous a permis de

const.;ter que les concentrations létales 50 % (rapportées a la quantité d'hydro-
carbures introduite dans le milieu) sont plus élevées que les concentrations
effectivement présentes qui provoquent le méme phénomene. L'action de
I'hydrocarbure étant ainsi limitée dans le temps ; les organismes exposés

non affectés par le toxique peuvent ainsi se développer et croftre comme

les organismes témoins de la mé&me esptce On enregistre souvent de faibles

variations des CLSO au cours du temps

a) - Toxicité sur les algues : les seuils de toxicité mesurés

dans nos essais sur les cultures de Chlorella vulgaris, sont en accord avec

ceux trouvés par KAUSS P. B. et HUTCHINSON T. C. (1975) pour les mé&mes
produits et sur la méme espéce. Pour des concentrations d'hydrocarbures
wférieures a la saturation du milieu, il y a possibilité de récupération. Celle-
c1 est d'autant plus longue que la concentration d'hydrocarbures dans le

milieu est grande.
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Cependant 1'étude de 1'histogramme de taille des chlorelles
dans les cultures témoins et intoxiquées montre que, dans les milieux les plus
toxiques (contenant plus de 1300 ppm de benzéne ou plus de 400 ppm de tolune),
il y 2 en début d'exposition, une augmentation significative du nombre total
de particules comptées, (avec une prédominance de petites cellules) suivie
d'une diminution lente de ce nombre, avec disparition dans 1'histogramme de
toute particule qui aurait un diametre supérieur ou égal au diametre moyen
des chlorelles. Le fort pourcentage de "cellules" de petites tailles coroboré
par d'autres phénomenes observés sur les cultures intoxiquées tels que la
décoloration progressive de la culture, les diminutions de concentration en
chlorophylle et en ATP, permet de penser que, dans ce mode d'intoxication,
1'action principale du benzene et du toludne est liée 3 leurs qualités de solvant
se manifestant par une lyse de la membrane cellulaire des chlorelles. Ce
phénomene a dé€ji &t€ évoqué par VAN OVER BEEK I. et BLONDEAU R.
(1954).

L'analogie entre les courbes de croissance des chlorelles
en présence de benz¥ne et de tolutne et les courbes de croissance de ces
organismes pour diverses tailles d'inoculum, nous a conduit & rechercher

une corrélation entre ces deux phénomenes. L'idée directrice est la suivante :

L'action du benzene et du toludne étant limitée dans le temps,
les cellules non touchées se comportent comme un inoculum de taille ré&duite
pour la culture. A cette occasion, nous avons développer un modéle mathé-

matique.

Ce modtle, en accord avec les résultats expérimentaux,

permet de prédire :

- la concentration algicide 100 % pour les chlorelles mé&me
dans des conditions expérimentales différentes de celles utilisées dans ce

travail.



- 81 une concentration donnée de toxique permet aux algues
de se développer ou non et si oui, quelle taille d'inoculum donnerait un

développemnt analogue

b) - Toxicité sur les daphnies : en 1'absence de nourriture,

il est difficile d'apprécier la toxicité des produits pétroliers sur la daphnie.
L'immobilisation qui peut &tre réversible, coincide dans les expériences
de durée supérieure ou égale 2 4 jours, avec la mort des témoins par

inanition ce qui rend difficile l'interprétation des résultats.

En présence de nourriture, les daphnies survivantes apres
expositions peuvent se développer et se reproduire normalement comme des
daphnies témoins, mais plus jeunes. En effet, si on retranche la durée
d'incapacité de la vie des daphnies exposées aux toxiques, on constate qu'elles

se comportent alors comme des daphnies témoins.

c) - Toxicité sur l'able : 1'action toxique est limitée dans

le temps : le maximum de mortalité est observé entre 30 minutes et

4 heures. On ne constate aucune mortalité significative au deld des premitres
24 heures d'exposition et pendant 6 mois d'observation. Cela a été confirmé
chez des animaux exposés A des concentrations supérieures i la CLSO'

2 - L'utilisation des systémes fermés, permet de travailler

2 une concentration constante et déterminée du toxique dans le milieu, ce qui
permet de bien apprécier les relations dose-effet. Cette méthode d'intoxication
en systtme fermé permet par ailleurs de mettre en évidence des effets i des
concentrations plus faibles de toxique, c'est 4 dire des concentrations plus
proche de celles que 1'on peut rencontrer dans le milieu naturel. L'action ‘
du benzene et du tolutne devient ainsi sensible A partir des concentrations

de 10 2 20 ppm d'hydrocarbure dans le milieu.



219

L'action du toxique, qui ne peut distiller hors du milieu,
est plus persistante que dans le systtme ouvert, et les concentrations 1&tales
déterminées en systdmes fermés sont toujours nettement plus faibles que

celles mesurées en systémes ouverts.

Rappelons toutefois que mé&me dans les systdmes fermés,
les valeurs des CL5° dépendent de leur mode de calcul. En effet, si on ne
tient pas compte du partage du solvant entre 1'eau et 1'atmosphere du flacon

on trouve des valeurs qui dépendent du volume du milieu.

a) - Toxicité sur les chlorelles: 3 types d'effets toxiques

sont A signaler selon la gamme de concentration du toxique choisi :

- Action inhibitrice : les algues se développent et se

multiplient, mais A des taux plus faibles que les cultures témoins, ce que
l'on obtient pour des concentrations inférieures A 80 ppm pour le benzene

ou inférieures 4 60 ppm pour le toluzne.

- Action algistatique : les algues ne se développent pas et

ne se multiplient pas, mais conservent le pouvoir de se développer quand
elles sont soustraites de 1'action de 1'hydrocarbure (concentration comprise

entre 100 et 300 ppm pour le benzetne ou entre 80 et 150 ppm de toludne).

- Action algicide: on constate la diminution au cours du
temps du nombre de cellules suscepetibles de se développer, phénomene
obtenu pour des concentrations supérieures ou égales A 300 ppm du benzene

ou supérieures ou égales 3 150 ppm du toluzne.

L'étude de toxicité sur les chlorelles nous a permis de

mettre en évidence un certain nombre de points importants :
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L'action du benzéne sur les algues nous montre les
limites des techniques d'évaluation des risques toxiques sur les algues, car
les concentrations inhibitrices 50 dépendent du temps et des conditions de

culture,

Dans les milieux carencés en éléments nutritifs comme
c'est le cas des cultures en "batch, on note souvent que le méme palier,
(phase de croissance z&ro) est atteint dans des délais différents pour les
algues témoins et intoxiquées. Il est ainsi commun de trouver des C150 qui

croissent avec le temps jusqu'i atteindre les concentrations algistatiques ;

en effet, les concentrations inhibitrices ralentissent la croissance des cultures
intoxiquées, mais, dans le méme temps, le milieu de cultures témoins devient
-limitant et provoque l'arrét de croissance de celles-ci. De ce fait les cultures
intoxiquées auraient, au bout d'un temps plus ou moins long, les mémes bio-

masses que les cultures témoins.

Il est important de suivre 1'évolution de la culture pendant
plusieurs jours. Une seule mesure n'est pas réaliste, elle ne refldte que 1'état
de la culture au moment de la mesure. En effet, un désynchronisme des
cultures témoins et intoxiquées peut faire croire 3 une stimulation ou au
contraire 2 une inhibition qui n'existe pas. D'ailleurs PROUZE N. J. et coll.
(1976) signalent que la mise en évidence de phénomene de stimulation appa-
raissant au cours d'une mesure isolée de l'activité photosynthétique, n'est

plus évidente quand 1'étude porte sur la croissance des cultures.

Le seul critére de numération n'est pas suffisant et peut
conduire a des résultats erronés en cas de fragmentation des cellules. La
mesure de la chlorophylle ou de la densité optique des cultures n'est pas non
plus suffisante : il peut y avoir exaltation de synthtse chlorphyllienne sans

évolution de la biomasse (cas du benzéne et de 1'essence).

D'ailleurs la covariation des deux parmtres, numération
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et dosage de chlorophylle, en fonction du temps n'est pas uniforme. Ains:

les cultures intoxiquées par le benzdne s'écartent de la corrélation &tablie
entre densité optique mesurée 3 665 nm et nombre de cellules mesuré au
compteur Coulter. L'absorption de lumi2re par une suspension algale
intoxiquée par le benzéne est nettemnt plus grande que celle qu'aurait donnée
une suspension de chlorelles témoins de m&me concentration cellulaire. Cette

singularité du benzdne n'a par contre pas été observée pour le toluéne.

Nous avons tenté de faire un bilan de 1'azote dans les
cultures témoins et intoxiquées par ces deux solvants pour confirmer le

phénomene précédent. Les résultats trouvés montrent :

- Une accumulation anormale des ions nitrites dans les
milieux de culture contaminés par le benz¥ne, la concentration de nitrites
augmentant avec la concentration du solvant. Par contre le taux de nitrites
dans les cultures contaminées par le tolutne est tres faible et comparable

A celui trouvé dans les cultures témoins.

- La consommation des ions nitrates augmente avec le
nombre de chlorelles formées. La quantité de nitrates consommés par cellule
formée est plus grande dans les milieux contaminés par le benzeéne, toutefois

une partie se retrouve dans le milieu sous forme d'ions nitrites.

- Les ions ammonium n'ont pas été détectés dans les milieux

de culture.

- En tenant compte du nombre de cellules présentes dans
le milieu, les cultures contaminées par le benzéne montrent une concentration
plus forte en pigments chlorophylliens et en azote organique que les cultures

témoins.

- L'inhibition de la croissance des chlorelles dans les

milieux contenant du benztne n'est pas due A 1'accumulation des 10ns nitrites
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dans le milieu. Ep effet, les algues peuvent se développer normalement

méme en présence de 100 ppm de nitrites.
- Les nitrites ne sont pas non plus responsables de 1'exal-
tation de la synthdse chlorophyllienne. La densité optique des cultures

contenant les ions nitrites est la méme que celle des témoins.

b) - Toxicité sur les daphnies : en ce qui concerne le choix

de l'dge des daphnies mises en expérience, les daphnies de 6 2 7 jours se
sont révélées tres intéressantes pour mesurer la toxicité des produits pétro-
liers. Celles-ci sont en phase de croissance rapide et offrent la possibilité
de faire des mesures de croissance pondérale dans des délais assez courts
(4 jours) et sur un petit nombre de daphnies (en général 10 suffisent) De

plﬁs, on peut voir l'effet sur la natalité dans des délais réduits (5 & 7 jours).

L'action du benzene et du tolutne se traduit rapidement
par l'immobilisation et la décantation des daphnies exposées. Pour des
concentrations inférieures 3 13 ppm de benzéne ou A 10 ppm de tolutne, il
y a récupération ; les daphnies se remettent 3 nager aprés une immobilisation
plus ou moins longue. La prise de nourriture, se traduisant par un accrois-
sement de poids des daphnies exposées, diminue quand la concentration du

toxique dans le milieu augmente.

Le retard dans la reproduction des daphnies exposées
augmente avec la concentration de 1'hydrocarbure. La fertilité des daphnies

exposées diminue également avec la concentration du toxique dans le milieu.

Remises en milieu sain, les daphnies peuvent A nouveau

se développer et se reproduire comme des daphnies témoins.

La vitesse d'imprégnation et d'élimination des hydrocarbures

par les daphnies est beaucoup plus grande que chez le poisson, sans doute
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parce que les daphnies ont un rapport surface d'échange/volume, beaucoup

plus grand.

c) - Toxicité sur les poissons : les recherches sur la toxicité&

des hydrocarbures aromatiques légers vis-2-vis de 1'able, ainsi que 1'étude
de la cinétique d'imprégnation et d'élimination de ces hydrocarbures par ce

poisson montrent que

- La vitesse de pénétration des hydrocarbures dans 1'able

diminue le long de la série benzZne —tolutne — xylenes et éthylbenzene,

- la vitesse d'é€limination des hydrocarbures par 1'able

diminue dans le mé&me sens,

- 1'équilibre des échanges des hydrocarbures entre le
milieu et le poisson est atteint dans des délais qui augmentent avec le volume
molaire de l'hydrocarbure (2 jours pour le benzene, 4 jours pour le toludne,

5 jours pour les xyldnes et 1'éthylbenzine),

- 2 1'équilibre, les facteurs de concentrations augmentent

avec le volume molaire de I'hydrocarbure (F = 6 =9;

benzeéne : Ftv:>lu2me
= 14)

F_ .
xylénes

Les facteurs de concentration sont li€s aux volumes mo-

laires par la relation suivante :

2
Fc = 0.24 VM - 16 (r" = 0.98)
ol ]5‘c représente le facteur de concentration ; VM le volume molaire et

r, le coefficient de corrélation.

- les concentrations létales 50 % des hydrocarbures mono-

aromatiques évoluent avec la durée d'exposition -
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- au cours des 24 premidres heures d'exposition, la

toxicité semble diminuer quand le volume molaire augmente,

aprés 72 heures, les concentrations 1étales sont équi -

valentes,

. apres 96 heures, la toxicité semble augmenter avec le

volume molaire de 1'hydrocarbure.

- il sernble que ces variations relatives des concentrations
1étales des hydrocarbures aromatiques soient dues 3 leurs pouvoirs de

pénétration différents dans la chair du poisson,

- le facteur de concentration des hydrocarbures dans le
poisson augmente avec le poids de I'animal. Les plus gros poissons semblent
cumuler davantage que les petits, ces derniers étant par ailleurs moins

sensibles 3 1'action du toxique que les gros,

- la recherche d'une corrélation entre Fc et p (poids du
poisson), nous a montré que ces deux paramitres pourraient &tre reliés

entre eux par une relation de la forme :
F =ap+b
c p

La détermination des constantes a et b par la méthode des

moindres carrés, conduit aux relations suivantes :

F =3.76 + 3.8 p pour le benzéne
et

F =38 +817p pour le toludne
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- les variations du facteur de concentration au cours du
temps, avec I'hydrocarbure et avec le poids des animaux laissent penser
que la pénétration des hydrocarbures dans le poisson estun phénomne
purement physic‘o-chimique i le facteur de concentration serait le coefficient
de partage de 1'hydrocarbure entre la phase eau et la phase poisson. En
effet, nous avons pu montrer que I'imprégnation des poissons morts est plus
grande que celle des vivants. Ce qui nous a permis de dire que la concen-
tration du benzéne et du toluéne par le poisson est un phénomene passif,
I'absence d'activité des poissons morts, qui s'oppeserait A 1'imprégnation
par des phénomenes de rejets, est probablement la cause de la différence

des concentrations

Il paraft donc qu'il n'y a pas de bicaccumulation des hydro-
carbures par le poisson, mais au contraire une bioélimination qu: s'oppose

aux lois de 1'équilibre thermodynamique.

En travaillant sur une autre esptce, OGATA M. et
MIYAKE Y. (1979) utilisant des hydrocarbures aromatiques monocycliques
(benzdtne, toluzne, xyl&ne) trouvent que 1'accumulation de ces derniers dans

Anguilla japonica, un poisson pesant entre 130 et 180 g, atteint son maxi-

mum pour le benz2ne au bout de 24 heures d'exposition. Les facteurs de
concentrations trouvés sontde 3 5 - 13.2 - 23 6 - 2] 4 respectivement

pour le benzine, le toluzne, le méta ou le p-xyléne et 1'o-xyle¢ne

Ces auteurs ont défini des conditions expérimentales mettant
en jeu un systéme ouvert, un milieu renouvelé tous les jours, les hydrocar-
buresétant introduits dans le milieu en mélange. Tout cela peut expliquer
les différences entre les facteurs de concentration qu'ils ont trouvé et les
notres On peut encore évoquer !'évaporation du benzzne et des fractions
légeéres du mélange introduit dans l'eau, 1'enrichissement de celui-c1 en
fractions moins volatiles telles que tolutne et xylene. Ajoutant encore 2

cela la taille du poisson qui est 100 A 200 fois plus gros que I'able



NEFF | M et coll (1976), utilisant Rungia cuneata,
trouvent des facteurs de concentrations (24 heures) qui augmentent le long
de la série naphtalene, méthyl-1 naphtaléne, méthyl-2 naphtalene,
diméthyl-naphtaleéne et triméthylnaphtalene ; les valeurs trouvées par ces
auteurs sont pour les composés cités respectivement : 2.3 - 8.5 -8.1 -

17.1 et 26.7

Le fait que 1'able soit une espkée peu utilisée dans les
tests biologiques, nous a conduit & comparer sa sensibilit€ A celle d'un

poisson mieux connu, le Brachydiano rerio : les résultats obtenus montrent

que les deux esptces ont la mé&me sensibilité et la mé&me capacité de concen-
tration et d'élimination des hydrocarbures aromatiques monocycliques. Ce-
pendant la dégradation du benzene dans les milieux du Brachydiano n'a pas

eu lieu.

E) Action des décomposeurs

A partir des milieux contaminés par le benzene et ayant
été en contact avec l'able. nous avons isolé deux souches bactériennes ca-
pables de dégrader le benzene, le tolutne, et les phénols. L'une d'elles a
été trouvée systématiquement et nous l'avons baptisé ""M" pour sa
ressemblance avec les genres Moraxella ; mais elle en différe par certains
caractdres biochimiques et physiologiques, et aussi par son abilité 3 dégrader

le benzene.

La souche M isolée dans ce travail semble se différencier
de l'ensemble des microorganismes reconnus capables de dégrader le benzéne
par la voie métabolique qu'elle emprunte. En effet, GIBSON D. T. (1971) .
HOGN T. et TAENICKE L. (1972), signalent que les microorganismes uti-
lisent, pour dégrader le benzdne, une voie métabolique différente de celle

des mammiferes, car il n'y aurait pas de production de monophénol. Or
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dans nos essais, la souche M produit essentiellement du phénol 2 partir du

benzene et des crésols A partir du tolu2ne.

La détermination de la deuxidme souche a pu &tre faite

sans ambiguité ; c'est 1'espéce Pseudomonas putida qui a pu &tre isolée

des milieux ol la souche M a ét€ inhibé&e, par l'introduction de la pénicilline.
Cette souche bien connue 2 cet égard dégrade également le benzine, le

toluéne, et les phénols.

F) Association dee especes

L'accumulation d'un toxique dans un &tre vivant est consi-
dérée comme un danger potentiel pour les esptces animales placées aux

échelons supérieurs dans la hiérarchie de la chalne trophique.

Les effets du benzine et du toludne sur les associations
d'espices telles que : chlorelles-daphnies, daphnies-poissons, chlorelles-
poissons et chlorelles-daphnies-poissons, ont montré qu'il n'y a pas de
risque évident d'intoxication des daphnies ou de 1'able par le seul biais de

proies contaminées.

Ainsi, aucune différence significative n'a été observée
entre élevage de daphnies nourries de chlorelles témoins et élevage de
daphnies nourries de chlorelles ayant été cultivées pendant 5 jours dans des
milieux contenant du benzéne ou du toluzne A des concentrations pouvant
atteindre les C150 (5 jours) de ces hydrocarbures, c'est A dire 50 ppm de

benzéne ou 40 ppm de toludne

L'élimination des hydrocarbures et leurs dilutions dans
les milieux d'élevage des prédateurs, font que tr2s rapidement les concen-
trations d'hydrocarbures dans les milieux descendent en dessous des concen-

trations hhmites tolérables
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G) Introduction des décomposeurs dans une chafne

trophique

L'influence du benzéne sur les aigues et les daphnies en
présence de bactéries de la souche M, symbolisant un aspect du r8le des
décomposeurs dans les études d'impacts des hydrocarbures sur la faune

et la flore aquatiques, a également été entreprise.

L'introduction de bactéries de la souche M i la concen-
tration initiale de 1000 cellules/ml dans les milieux de culture d'algues
contaminées par le benz¥ne, le phénol, ou le toludne entrafhe une croissance

des algues plus grande dans les milieux toxiques que dans les milieux témoins.

D'autre part, la dégradation des hydrocarbures est plus
rapide quand les deux espdces sont associées. Ce phénomene s'explique de

la maniére suivante :

- les algues se développent mieux que dans les cultures
témoins, parce que d'une part les bactéries introduites dans les milieux
de culture détoxifient ceux-ci et d'autre part, produisent par leur métabolisme
du dioxyde de carbone nécessaire pour la photosynth¢se des algues et dont

les milieux sont carencés.

- la dégradation des hydrocarbures par les bactéries
est accélérée par la présence d'algues qui fournissent 1'oxygeéne nécessaire

pour cela.

- A l'exception de cultures ol nous avons introduit des
bactéries, aucune stimulation de la croissance des chlorelles n'a pu &tre
observée par l'incorporation dans les milieux de culture de produits pétro-

liers.
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- nous n'avons pas noté d'assimilations du benztne par
les algues, comme semble 'affirmer ATKINSON L. P. et coll. (1977), ces
auteurs utilisant des flacons obturés A 1'aide de bouchons 2 vis, trouvent
aprds exposition des algues moins d'hydrocarbures qu'ils en ont mis dans
leurs milieux de cultures, et pensent 3 une assimilation des hydrocarbures

monoaromatiques par les algues.

H) Effets des métabolites

Dans les milieux contaminés par le benzene ou le toludne
de quantités mesurables de phénols ou d'ions nitrites ont &té trouvées. La
toxicité de ces métabolites vis-2-vis des trois espices choisies a &té entre-
prise, afin de situer leur toxicité par rapport & celle des composés ayant

entrafmé leur synthese.

Les essais de toxicité des ions nitrites et des phénols,
sur les especes choisies montrent que les seuils de toxicité de ces produits
quand ils sont seuls dans les milieux, sont beaucoup plus élevées par rapport
aux concentrations rencontrées dans les milieux contaminés par le benzene,
et ne peuvent donc &tre considérés comme seuls responsables des effets

provoqués par le solvant.

Si phénol et benztne agissent de fagon comparable vis-i-vis
des chlorelles, sur les daphnies : les effets du phénol sont différents. En

effet :

Pour des concentrations inférieures 3 12 ppmilya

précocité de la reproduction.

Pour des concentrations supérieures A 12 ppmily a

retard de la reproduction.



Dans tous les cas de concentrations, on note un vieil-

lirsement prématuré des daphnies exposées A ce toxique.

1) Fromulation mathématique des synergismes

Un effet biologique B qu'on obtient par 1'administration

des substances Sl' SZ' ..... Si' Sn séparément 2 des concentrations Cl'
CZ' o Ci, e Cn' peut également 8tre obtenu par la présence conco-
mitante de toutes ces substances A des concentrations Xps Xyr o Xy X
telles que :

xi=|= c, Vi

C'est le cas courant de tout probléeme de polluants dans l'environnement,
un toxique n'est jamais seul. Sans avoir la prétention de pouvoir comptabi-
liser toutes les nuisances présentes & un moment donné et en un point donné
et d'apprécier leurs possibilités de synergismes ou d'antagonisme, nous
avons essayé par des exemples simples d'aboutir 3 une formulation mathé-

matique généralisable, qui peut &tre de la forme:

—n x.
S DD IR
n ‘ c,

1=t r=

Nous avons pu constater une addition des effets pour le benz¢ne et le mercure,
une potentialisation de 1'action toxique de 1'hydroquinone par la présence
dans le milieu d'ions nitrites, ou de chlore et enfin un antagonisme pour

1'aniline et des ions nitrites.

Ce travail a tenté d'apporter une contribution dans le cadre
de 1'Ecotoxicologie, branche nouvelle de la Toxicologie, dans laquelle les

schémas expérimentaux ne sont pas encore parfaitement fixés du fait de son
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apparition récente. La manipulation des composés volatils s'est avérée
une fois de plus délicate et nous avons été sensibles aux nécessités
impérieuses de lier de fagon aussi rigoureuse que possible les aspects
physico-chimiques et les aspects biologiques. Cela correspond bien

au caractdre pluridisciplinaire que semblent imposer les sciences de

1'environnement.
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