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Les rejets industriels onstituent une source de pollu-

tion grandissante et, dans ce contexLe, I'agression toxique due aux

effluents dans I'environnenrent aquatique présente un problème de

prernier ordre. Pour dérnasquer leur potentiel écotoxique, nous

préconisons une stratégie intégrée al l iant des bioessais à des

analyses ctrimiques afin d'identifier les effets écotoxiques et leurs

causes. Vu que ces ef,fets se nanifestent à différents niveaux

trophiques et écotoxiques êt, qu'en plus, Ie degré de nocivité

crcnstaté peut rrarier en fonqbion des esgËces utilisées, ès lnranÈtres

erçloyés et de la durée de l'exposition, iI s'avère essentiel de

recourir â l'erploi d'une ganme de biotests pour préciser l'imlnct

écotoxicologique d'un rejet â l'étude. A æLte fin, rnrs croyons que

tes biotests de toxicité <li recter

qu'on leur attribr:e, cqrstituent r:n

trpur rettre en évidence ces effets.

a;rproche écrctoxiclctogique intégrée

rnalgré les critiques classiques

royen â ta fois fiable et. rentable

Dans Ie h:t de contribuer à une

pour dépister 1'écotoxicité des

effluerrts, rpus a\Dns pnocédé au iÉvelqpenent et à I'application de

biotests pr:atiques au niveau sublétal, à savoir:

I) le dérælotrpenent d'un mlcrotest algal;

2 l  Ie  développement  d 'un test  de s t ress ÀTP chez la  t ru i te

arc-en-ciel;

3) r.ure érralrration orçnrative des sensibilités de t:ois intégrrateurs

biologiques exg:æés à &s éctrarrtillqrs d'effluents de l'industrie

des trÊtes et. lnpiers.



Pcur iÉvelopper un biotest algal sur rni.croplaque, on a

cho is i  I ' espèce un ice l lu la i re  Se lenas t rum capr icornu tum.  La

râlisation exlÉrirrentale du microLest s'est avérée avantageuse car

el le est s irç le et rapide par rapport  â cel le du biotest algal

classique. Pcttr rapporter La toxicité avec le biotest microplaque,

les paranêtres de dérurbrenrent cellulaire, d'cbservation visuelle et

d'ÀfP (adénosine triphosphate) ont été utilisés. Dans le cas de

I 'ATP, nous avons npdif ié une nÉthode d'extract ion au diméthyl-

sulfoxide (U'ISO), ce qui a permis d'augnrenter Ie seuil de sensibilité

de Ia rresure lumineuse: c.eci se Évétait inportant car Ies densités

d'algues dans les prits des micrcplaques re scrrt trns ænsidérables.

L'êtude orçnratirre des réponses toxiques (CISO 4 ou B

jours) entre les nÉtlrodes classique eù micrcpfaque a eté réa1isée avec

le dérrcnbrenent cellulaire. Une deuxiène comparaison a aussi été

faite entre les CI5O obrtenues par dénombrenent cellulaire et celles

ùenues pr Ia rræsure & l'AtrP trDlr Ie test microplaque. Dans les

deux cas, crr fti.nt r.rre bnne qrærdanrce trnrr les rtépcnses toxiques.

Nous avons égalenent extrÉrinenté un microtest algal de 4 heures

utilisant I'ATP ænrre nresure de toxicité car ce bioessai senble o,ffrir

un trptentiet intéressant porr afoister r:apidenrent les effets toxiques

flagrante de rejecs liquides eil/ers le $q1tq>lancton.



Ncr:s présentons aussi une procédure expérinrentale que

nous a\Dns dérrelolpée lnrr détermi-ner Ie sLress i:rduit drez Ia truite

arcæn-cielprdesconcentrationssublétalesd'eff luerrtsirdustriels.

Les princilnles corxlitions exlÉrirrentales pernettant de préciser c-et

effel sublétal sont les suivantes: exposition de 96 heures aux

effluents; prélèvenent de tissu rrusculaire blanc; estination de stress

par nÊsure fumirsÉtrique de I'ÀfP extraite â l'aide du DMSO' Nous

a\Dns nontré qll,il est lnssible d'estiner Ie stress en ne consiclérant

que l.êmission lumi:reuse produite 1nr l.éc}rantillon sans devoir ert

doser la teneur d'ATP. Ceci présente un avantage marqué car il ert

résul ter - r reét rnrgr , re jnPor târ ' tedetærçset 'deÉact . i far41nat ique.De

P lus , I , adéqua t i ondu rende r ren tde r ro t r e techn iqueauDMSopou r

extraire I'ACP du m.rscle blanc est supportée par Ie fait que I'on

çsgjsuvs dans ta littérature des teneurs comparables Pour cet

(cqrcentrations mininales

dinerses régurses de stress.

a été cbsenÉe lorsque rrc.:rs avons

IétaËte (Iog des r-urités toxiquee

(1og des writés toxic$:es des CMS)

lnesible de prédire des seuils de

nous a Permis de crcnstater

relation liné:'ire (r = O,948)

adényraæ ctrez différentes eslÊces idrtlryennes po'rr ce mêne tissu'

L'extrrcsition de truites arc-en-ciel à sept effluents

i rdus t : i e l s , t rn r r l esque lsc r rapéc i sédes r ra leu rsCL50e tdesCt ' lS

de st ress) ,

Ure forte

f,ait' une régression des données de

des CL5O) avec æIles & subfé€Été

. Ceci laisse suPPoser qu' i l  est

sÈress trmr les effluents à trnrtir



des données c[,50. pcr:r évaruer ra représentativité écorogique des

ots, ncR.rs a\rcns erç:osé, à deux ocmposés toxiques de référence, des

;nissans rpn-stressés et des poissons préalablenent stressés avec une

concentrat ion subréta le de |un des 7 ef f luents étuaiés.  Les

résurtats ont dénrcntré ra plus grande vulnérabirité des poissons

stressés car leur nortalité était prus érevée que cerre des poibsons

non-stressés. Ainsi, l'utilisation d,un indicateur biochirnique ter

çIue l'ÀrP serbte bien approprié trnur la mise en évidence du lntentiel

écotoxigue rubIétal des effluents.

par ai[eurs, rms av.ns étuaié re ;nrtrait écotoxique

d,'ure einquarrtaine d'effruents de fabriques de IÉtes et trnpiers en

estirnant reur toxicité avec des indicateurs biorogiques de trois

niveaux trq>hiques, à sanrcir, la t-ruite arc_en-ciel (efr.g gairdneri),

Uargue unicellulaire Selenastrum capricornutum et ra bactérie

Photcba,cteriun phosphorer-un du qlstène l,licrotox.

ure première série d'anar1æes des résurtats a fait res-:',
:?Gtir r.nre nccivite narquee de ces rejets en ocarninant res résurtats
obternrs trnrr les cr5o (bioteste algues et t4icrrotox) et q,so (biotest

) ' tihrs avons ârrssi pr or.stater que ra crcncordance générare

t ercellerrte entre res trois biotests trn,' rapporter la toxicité
effluerrtsr Q''E ilindiquerrt r) r:ne oçaraisqr entre res nonibres

gfturses toxiques et. rsr toxiques, 2) r:rre ocrqn::aiscn entre rangs
icité et 3 ) une corqraraison entre crasses 1og de toxicité.
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U n e d e u x i è m e s é r i e d , a n a l y s e s d e s r é s u l t a t s a r r i s e n

évidence la plus grande sensibi l i té ou biotest algues envers les

effluents analysés, suivie de cetle du biotest I'4icrotox' par rappont à

celle dr: biotest truite. Il est prcbable que cette plus grarde 
-sensi-

bilité des biotests algnres eL l4icrotox s'explique par le fait que leur

toxicité s'expri:re au niveau subtétal par rapport au test de fétafité

avec la truite. De plus, la concordance de sensibirité s'avérait

m e i l l e u r e  e n r r e  a l g u e s  e t  b a c t é r i e s :  c e c i  p e u t  ê t r e  i I û  a u

rapprochenent $iylogénique existant eJltre c-es deux indicateurs' l/la]-gré

ceci, les différenc€s de sensibilité constatées souligrnent Ie besoin

d , u t i l i s e r  p l u s  d ' u n  i n d i c a t e u r  p o u r  p r é c i s e r  c o r r e c t e m e n t

r'éætoxicité d'un rejet.

L o r s q u e n o u s a v o n s é v a l u é I a t o x i c i t é d e s e f f l u e n t s

étuOiés en raI4)ort avec Ie type I) de procédé industriel et 2) de

traitenent des rejets, draqr:e biotest s'est nontré apLe à différencier

Ia nccivité en fcnction de ces deux rariables'

Bref, les biotests et bioindicateurs utilisés se sont

révétés des o.rtits sensibles et fiables pour nettre en évidence Ia

toxicite (sub)létale des rejets liquides d'origine irdustrielle' IIs

scrlt donc recqnnardables tru.rr des évaluations écotoxicologiques in-

tégrées de æs rejets, lesquelles érraluations lnrvent être articulées

gelon trois niveaux de protection environnementale, à savoir les

nineaux Iét^aI, sublétal et drronique a\rec des portées respectivement

locale, régionale et générare.
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I}ÏTROTIJCIOÙT

Le dêveloppement industriel a diverses répercussions

environnementales parmi lesquelles I'agression toxique est la plus

néfaste. Plusieurs stratégies environnementales sont présentement

considérées afin d'évaluer les dangers et risques posés par I'éc-otoxi-

cité et les tests biologiques y jouent un rrôIe clef . L'utilisation de

ceux-ci pe:rret en effet une caractérisation écotoxicologique rela-

tivqnent orplète des rejets à t'étude, ænnp I'ont nontré les rêcents

travaux de Van Coilie et aI (f983a), t'tillsnann et aI. (1984) et Mount

et aI. (1984) portant respectivercnt sur des eaux d.e dépotoirs, des

déchets organiques de ctrarbon et ôivers effluents. L'intérêt porté

envers les biotests trDur I'étude de sources trnlluantes s'accroît car

on se rend darnntage ocnçee qu'ils constituent une nÉttrodologie plus

efficace et plus rerrtable que celle faisant alpel exclusivement aux

analyses ctr-imiques ænventionnelles. On a de plus en plus besoin

d'une nÉthode d'analyse globale, r:tilisant des bioessais, pour I'éva-

Iuation des décharges dans l'environnement aquatique; une récente

conférerne internationale fi-rt entièrenerrt qrsacrée à æ zujet (OCDE,

1e84) .

Au Canada, il n'y a pas enære de potitique ferne étaftie

trnr le Senrice de Ia Protection de l'Ervironnement pour I'évaluation

de l 'écotoxicitê à I 'aide de biotests nrais i l  existe un support

irçIicite encourageant une telle initiative (MacGregor et Vflells,

f9B4). Citons ærtai.:es textes représentatifs à ce sujet:



-2-

"Le ministère de l'Flironnenrent doit ',oir au dévelo14:enent de nodes

@ratoires sirrples, rapides et peu coûteux destinés à déterminer

les effets toxiques des æntaminants de I'environnenent..." (Chant

et Hal-I, 1979)

"L'émission de produits chimiques toxiques art i f iciels dans le

rnilieu constitue I'une des plus giraves préocculntions de notre

é1rcque.. . Les initiativres d'Ervironnenent Canada sont très sirçles.

Ncus essaycrs de préracir le prùIène de Ia æntaminatiqr toxique au

I ieu de nous l iv rer  p lus tard à des prograrnmes coûteux de

rattrapage. " (SSC et B:viroru:enent Canada, 1983).

- "Le ministère ænsidère qu'il est essentiel

d'interprétation confornes à t'approche

(grvirorueenent Canada, f9æ) .

&

de

dévelc6per des cutils

I ' éco tox i co log ie .  "

De tels écrits plaident en faveur du développement de

bioessais pernrettarrt de réaliser des évatuations écotoxicologiques

rentables. Ceùte orientation a été lrise â ræ laboratoires* depuis

1980 et a trærmis de rettre au lnint une approche écotoxicologique

intfuree afin de qrtrih:er à la lutte contre les perturbations du

rnilieu aqr:atique ôres à dirrrers rejets. C'est dans cette perspective

aLaboratoires Capitaine Bernier, Service
I'Enrircnnenent, Èrvironnenent Canada, Égaq,
Auébec (canada).

de Ia  Pro tec t ion  de
du Québec, Longueuil,
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gue les biotests dont il est question dans la 1xésente thèse ont été

développés. II  est prêvu que ceux-ci feront lnrt ie d'une galnme

incluant plusieurs cutils biotogiques capabtes de préciser les effets

Iétaux, sub-lêtaux et ctrroniques d'r:n rejet à l'étude'

En vue de dânasquer le lntentiel écotoxique d'échantil-

Ions de sources irdustrielles par I'entremise d'tJl.te dénrarctre intégrée

râtisée en laboratoire, on peut miser sur les tests d'écotoxicité

directe. Ivlalgrré que Ies résultats de tels essais réalisés avec des

espÈces isolées ne prédisent ;ns avec c'ertitude des effets ccnçnrables

pour Ie ni l ieu naturel, ces tests s'avèrent forts uti les et se

révèIent nojJls ccrrplexes et noins coûteux que des expérimentations

faites in situ ou avec des rnicro-écosystèmes. D'ailleurs' selon

cairns (1983a), Ies tests d'éc.otoxicité directe seraient Ie seul IIDyen

vraiment fiable et rentable d'estimer les perturbations environne-

nentales résultant de sources anLhrotrngéniqr:es.

cqrscients dr: âit que le lnrtrait êcotoxiqr:e d'un rejet

industriel se précise au fur et à nEsure qu'augmente le nombre

d,espèces et de trnramètres expérimentés, nous avons réalisé les

travarx suivants:

a) déveloSpenerrt d,ur microrLest sr:lclétal d'algn-res;
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b) lntentiel d'un essai sublétâl nettant en évidence un stress

physiologique drez Ia truite arc-en-ciel en uLilisant I'ATP comne

pararÈtrei

c) ccnparaison des sensibilités de t:ois bioirdicateurs d'écotoxicité

(algrues, truites et bactéries) exposés à des â:tnntillons

d'effluents provenant de I'irrfustrie des 1Étes et papiers.



(-

-5-

CTIAPITRE 1:

\ÆORTSATION D'UN MICFOTEST ÀI.GAL rc{.N PNÉCTSNN

L' Éccfia)gcrtÉ g.lgrÉrArÆ
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l.l coùwDfiE

Les prcgrrannes de lutte contre les pollutions environ-

nenentales nécessitent I'utilisation de tests bioanalytiques variés

calnbles de dépister les dangers écotoxiques qui rnenacent les éco-

slzstènes aquatiques (Danielson, 1979t Lloyd, tgBO; Cairns, 1983b;

C?ragnan et lrng, 1983). Pour Ie choix des biotests, il faut tenir

cqçte de plusieurs facteurs. Tlout d'abord, il est tout simplement

irTpensable, In-rr un lErsonnel limité de laboratoire devant réaliser

regrufièrenent tne quantité irportante de bioessais avec indicateurs

m:Itiples, d'entreprendre des activités exigentes au niveau du temps

gui se traduiraient, en <léfinitive, tr>ar une baisse de rendement.

Ersuite, Ies nÉtho'Cles, en plus d'être fiables, doivent être le plus

gnssible 1nu æûteuses, rapides, pratiques et sinples. Enfin, les

teclrriques derrraient pouvoir se prêter à l'autonratisation tout en

gardant leur valeur scientifique pour la représentativité et la

sensibilité aes organismes choisis. Dans cette perspective, nous

a\rcns errtrepris de dévelotrper r.rr test algal sur 'Tnicrq>laques" 
trnur la

réalisation de bioessais aqtratiques.

II existe de rrnbreuses agplications oçérirrentales pour

les microtrrlaques, dort I'usage est fort Épanau en mic,cbiologie cli-

nique (voir entre autres la rernre faite trnr Conrath, 1972). Par

contre, celles<i o'tt été quasiment inexploitées jusqu'ici dans le

dsraine environnemental. Mentionnons, cependant, Ies travaux de

Hassett et. al. (fg8f) qtri cnt dévefoppé ure microeectrnique permettant



de préciser Ia bioaccumulation de métaux par différentes espèces

d'algiues vertes et bleues-vertes (unicellulaires et fitamenteuses) à

l ' a i d e  d e  m i c r o p l a q u e s .  D i v e  ( f 9 B I )  a  é g a l e m e n t  u t i l i s é  d e s

microplaqr:es trDLrr tn biotest de viabifité de Colpidium campylum, un

protozoaire cilié, en présence de diverses expositions écctoxiques.

Pq.rr le développement d'un microtest de toxicité avec

algrues sur microplaque, rDus a\rcns choisis l'algnre verLe r:nicellulaire

Selenastn-un capric.ornutum Printz. Aujourd'hui, on préconise de plus

en plus l'erçloi des algUes en tant qu'indicateurs de la qualité en-

virqrnenentale, leur lnlyrratence d'elçtoi à préciser les répercussions

environnerentales dues à des facteurs rutritifs or toxiques ayant été

largenrent docr-urentée (l,tiller et al., L978i 6lturer l98t; Rai et aI.,

lg$t; Van Coillie et al, 1983b). tbns cette tendance, S. capricor-

nutrln est, sans équi\rcque, l'algue e:çérinentalefiEnÈ la plus utilisée

en ArÉrique du Uord, rstannerrt dans Ie milieu scientifique québécois

(xeiÇnan, L977t ,Joubert, I98Oa; Couture et aI.,  1981; Van Coil l ie

et  a I . ,  1981 et  1982;  B}a ise et  eouture,  1984) .  Nous réal isons

régufièrerpnt en laboratoire des tests de toxicitê avec cette espèce

afin d'êvaluer effluents, Iessivats de déchets solides et autres

rnélanges orplexes en adOptant r-u:e nÉttrOde Presque "classique" avec

des trnrarnètres d'incubation semblables à ceux de Miller et ê1.,

(f978). Ocrçrte terru de ces antécédents, il atrparaissait approprié ae

tenter Ie développernent d'un test d'algues sur microplaque et de

comparer les résultats cbÈenus a\æc ceux d'une nÉttroae éprouvée dont

la f iabi l i té et la reproductibi l i té sont connues (Uitter et al.,

reTB) .

'  L : ! : : : :  . : i :



-8-

I-es avantages apportês par I'erç>loi des microplaques lnur

}a râIisation des tests avec algues sont aonsidérables (tableau I ) .

Signalons, tout d'abord, que le test classique fait usage de fioles

c-oniques en \ærre ("erlens" de I25mL) et qu'un rnlure d'échantillon de

lL est çfnêralenent r.eqr-ris afin de satisfaire les exigences analy-

tigues de I'essai (Joubert, l9gOa). De 
.son 

côté, le microtest ne

requierb qu'environ lOmL pour sa réalisation. Ceci représente une

êpargre ænsidér-able d'efforL au niveau ôr terçs qu'il faut consacrer

à la filtration (O,22u), laquelle est essentietle pour les dénombre-

ments æIlulaires qltérieurs. Les rmniprlatiqrs l€quises trnur débtrter

le test classique (préparation des dilutions et dispense volumêtrique

de 25mL ou plus dans les erlens) sdrt relativenrent laborieuses. Par

cgntre, iI y a, dans le caS d'un rnicrOteSt, un rendement accru du

traiterent d'éctrantillqrs \ r çSre les dilutiqrs de I'êchantillon sont

râIisées en éprcuvettes et que fa cfispense subséquente est accéIêrêe

par t,utilisation de micrc4ripettes à dispositif réÉtitif. L'écrcncrnie

d,espace lors de f incubatiqr ænstitue encore tlr autre facteur favo-

risant une technique micrq>Iaque. De plus, le lavage spécialisé que

doivent strbir les erlerrs trnrr le test classique inpose tne contrainte

additiornelle effd/terçs aux r-ltilisateurs. Les micrq>laques, quant

à elles, s6nt jetables, æ qui êtirnine Ies prroblèrres de æntamination

et/or de toxicitê panant rêsulter d'une ré-utilisation des erlens.

Des irçrécisicns dans les ônnêes arntlÈiqr:es træuvent aussi être im-

putables à une telle pratique de rê-enptoi de verrerie, car les

pncpriêtês çtiqrres è celle-ci peuyent c}ranger avec Ie tsq>s (vieil-

lissenent et raln:res des fioles, par exemple). Le test microplaque
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TÀBLEAU I. A\A}nAGFjS DE L,EMPIOI DES ttrCROptÀO{lES PCXJR
T.F:S BIOESSATS D'AI.SJE TJMCEX.;LUI.ÀIRES

- Petit r,rclure d'éctrantillon requis;

- Rendenent accru du û^aitenent d'éclrantillons;

- Eocnqrûe drespace d'incubation;

- trossibilités d' autcnatisatiqr;

- Elirnination ô'r lavage & rænerie trnst-e:çérirneftaf
(les miscplaques ssrt jetables);

- Eliminatiqr de æntaminaticn trntentielle et/ou de
prroblàres de toxicitê Ésultant du Éenploi de rærzerie;

- lûcnbre accru de réplicats par æncentratiqr testêe.

' r  . i  i :
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penlEt, en cr:tre' d'accroître le ncnbre de r:éplicats par ænc-entr-ation

testée. ceci n'est réarisabre, dans le cas du test crassique, qu,en

alourdissant res rmnipr:rations nÉthodorogiques. A ra rumière de ces

ncnibreux avantages, Ie développenent d'un microtest argal offrait un

potentiel intéressant.

II existe r:ne grande flexibifitê quant au choix de la

durée de l'e4rcsition toxique. on peut ctrercher à nettre en évidence

une toxicité uttra-aigruë de quelques heures (par exemple, 6 heures:

vasseur et ar., 198r; Fitzwater et a1., 1983) contrne dr peut aussi

e4:Érimenter une toxicitê sub-aiguê pendant plusieurs jours (par

exerq>le, 14 jours: couture, t9B1). Etant dcnné que nous effectuons

de façon rcr:tinière des tæsts classiques de B jo.rrs, rDus avons retenu

ce terps d'exposition pour les conparaisons nÉttro<totogiques. Les

tests de B jcurs cnt cependant tendance à être racræurcis à des tests

de 4 jcurs (Couture et. aI.,  Ig8tr OCDE, l98lb; Van Coil l ie et êI.,

1983b). frr effet, la oçrexation de sr:bstarrc.es inorganiçIues par des

cronposés crganiques (rÉtaborites), ta biodQ]r-adation, la dégradation

photochimiçpe eL Ie tenps d'acelirmtatiqr des cultures sont autant de

facteurs tru.rrant prcduire r-rre nrcdification de la toxicitê criginale ô:

matér ie l  testê (couture et  a l . ,  r98r) .  ces facteurs inc i tent  à

r'utirisation de bioes".* a. .o,rrte durée. Nous avons dès rors

ajotrté r-rr deuxième clroix en effecttrant des tests de 4 jorrs dans rrcrtre

dénarche ex1Érimentale. rl nous sembrait également pertinent de

considérer l'enproi d'r:n mieotest avec Éponse toxique ultra-rapide

en 4 heures à l'aide d'une mesure paranÉtrique appropriée; ceci rDus a

anrenés à entreprendre aussi des biotests de cette durée.



r
-1I-

Por:r les orparaisors nÉtSoaologiques avec S. capricor-

nuttrn, Ie prernier pararrÈtre ctroisi a été I'inhibition de Ia crois-

sërnce, soit Ie calcul d'rure cI5O* déternLinée par rn-unération cellulaire

à I'aide d,un orpteur étectroniqr-re de lnrticules. L'algue S. capri-

cornuturn y est frcilenent iléncrrbrée (Couture, 19Bf ) et I'ernploi de ce

paranÈtre a été adopté lnr divers chercheurs (Chiaudani et Vighi,

1g7B; MiIIer et al. ,  L}TB; Joubert, I9B0a; Trutraut et aI. '  1980,

Couture, fg$l). Il sembtait donc logiqr:e d'effecluer une crcmparaison

entre les nÉthodes classiçIue eù microplaque ert fonction de ce tlpe de

npsure. On a égalenrent eryérirrenté r:n second lnramètre, à savoir Ie

dosage de I'adénosine triprosplnte (ATP) et Ia CI50 gui s'y rapporte'

Trois raistrts rDus cnt encouragés à entreprendre c€tte expÉrimenta-

tion. II y a d'abord Ie fait qr:e l'AlP a étê proposé contrne un nrcyen

serisible et précis de nesurer ta bicnrasse vivante (Itrolnrllansen, 1969;

Brezonik et aI., L975; KarI, 1980, Kennicutt II, 1980; I-each, I98l;

vasseur et a1., 1981). La. nesure de I'ATP pelTret aussi la râal-isation

de tæsts de toxicité sublétale à t:ès æu:t terme (quelqr-res treures),

ccnrr= I'cnt iÉmontré Vasseur et al., (I9BI): ce dépistage rapide

d,effets nocifs envers les lrcpulations de production végétate

primaire des cpurs d'eau peut être très uti le lnur l 'évaluation

urgente de dangers dans I'environnement (par exemple, déversement

accidentel de produits chimiques). Finalement, Ies travaux de

Br:tter:vick g g., (f982) et ceux de Rehnberg et aI., (L982) ont

montré qr:e les interférences causées 1nr des débris cellulaires

rataon
pendant wre dr:rée précise.

s i -o logrque
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affectaient la justesse des dénombrements effectués à l'aide d'un

ccnpteur éteceronique de lnrticules, d'où l'intérêt pofré envers I'ATP

curme paranÈtre additionnel 1n:r nÊsurer la toxicité.

T.2 T.4FfItsRIE, ET MBITNCDES

L.2.a Echantillons

Vingt-cinq échantillons d'effluents industriels de Ia

province de Québec cnt servi æur cette étude ccnparative. Treize de

cetrx-ci provenaient d'industries des pâtes eù Papiers, onze d'indus-

tries de producticr drimiqr.re eù rm seul d'une industrie alimentaire.

Ces effluents cnt étê éclrarrtillonnês du:=rnt les autcnnes 1982 et 1983

par Ie Servic-e de la Protection de l'Environnement (Environnement

Canada), nâ7ion dr: Québec. fnmeaiatenent refroidis (<10"C) dans des

glacières lnrtatives dès leur prise dans des bouteilles en polyêthy-

Iène, Ies ,êc-Lrantillons (2r, par site) étaient ensuite acherninés au

Iaboratoire oi leur gI êtait ajusté à 7,0 s'il n'êtait pas situê errtre

5 et 9. Chaque éctrantillon êcait alors stêrilisé trnr filtration sur

menbnane (Geùnan, GA-8; 0,20u) et reversé dans deux bouteilles de

pollprqllène prêalablement stêriles. Nous tenons à préciser que

I'éctrantillon était stérilisê pr fitu:atisr et non par autoclavage,

êtant dcrné que ae clernier tniterrent en nodifie Ia toxicitê (Couture

et aI., 198Ir Van Coiltie et. aI., L982). Si les diffêrents biotests

d'algrues ræ ;n:vaient débuter c.oncornitanrnent Ia journée même, Ies
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êcttantillqrs traitês êtaient conservés au réfrigérateur (4"C). Le

délai  analyt ique maximal étai t  de 7 jours. Selon Couture et al .

( I9Bl) ,  cette pÉriode de c.onservat iqr n 'af fecterai t  nul lement Ia

toxicité originale d'échantillons de tlpe irdustriel.

Des bioLests ænçnr-atifs cne égrèlernent.été néaf isés avec

six nÉtaux en solution (tli*2, Niclz . &12o, 
"o*', 

cosora, od*2: Cdcl2,

zr{2. Zrf,.Lz, Qr*2: Cr:Sor+ , &*2: ffiIz) à partir d'une solution de

travail de 5OOug.1-t pcur ctraque métaf testé.

1.2.b Corrlitiqrs exçÉrimentales générales

La so.rche d'algues utilisée, Selenastrum capricornutum,

est ure drlorçhycée wricellulaire qui provenait de la source sui-

rrante: Environmental Protection Agency, Corvallis Environnental

Research Laboratory, Special Studies Branch, 20OSW 35th street,

Conrallis, orregur 97330, USA. Les prirnignux a\rantâges à utitiser Aes

crrltures cie crette espèce pour ta rêalisation de biotests cnt étê

ênrnérês trnr Cotrture (f98f ). ParnÉ ceul-ci, rptsls que æs æganisres

deneurent en suspension sans s'agglcrnéær oe qui facilite leur dénorn-

brenent' à l'aide d'un orçÊeur & lnrticrrles.

Le milieu rmtritif de qrservatiqr des algues fut 1'AAI',!

3OS ( "Algal Assay l"ledium" ) æntenant divers macro et rnicro-éIéments

: i ,
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(USEPA, f97I) .  Les algues y étaient repiquées hebdomadairement:

seu les  les  cu l tu res  en  phase logar i thmique serva ien t  pour  les

inoculations bioanalytiques. Àfin de rmintenir la pureté et d'assurer

I'axénie de La cr:Iture (pour les biotests faisant appel à la nesure de

I'ATP), cn réalisa pÉriodiquement un frottis de celle-ci sur boÎte

Pétr i  c.ontenant le ni l ieu Ralt  géIosé à f  8.  Après une période

d' incubat ion d'environ deux semaines, une cclonie algale isolée

provenant de ce nilieu senri-sotide était transférée aseptiquenrent dans

une f iole conique qcntenant du rni l ieu ÀAlt  stér i le.  Lorsqu'une

croissance wisible se nanifestait après quelques jours d'incubation,

Ia procédure de repiquage en boîte Pétri et de transfert dans le

milieu liquide AAI\I était répétée deux autres fois. On se servait

alors de la dernière culture d'algiues en milieu liquide AAII{ pour un

repiquage fi-rraf sur un aertain rrcnbre de gélæes AAt'l à I3 inclinées en

éprouvettes. Àprès incr:bation, ces soissarrc-es algales étaient crcn-

servées à 4"C. t'lensuellenent, une de æs épnor:vettes était utitisée

lnur repa-rtir r.rre rnuvelle souche d'entretien.

Les ændit.iqrs d'incubatiqr des algues dans leur milieu

srTnthétique s'a;4nrentaient à celles de MiIIer q al. (1978):

irpculun: f O0O celtutes.6l-l por.rr les CISO-8 jotrrs
20 00O cel1ules.nrl,-l pcr:r tes CI5O-4 jours

I OOO 000 cellules.ml-I por:r les Ct5H heures

éclairererrt: 5380 lux en æntinu

terqÉrature: 24 + 2"C

agitation nanuelle: 2 fois par j<arr (test classiqr:e
seulenent)
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Tla:tes les fioles coniques utilisées [rur llentretien des

po:r le test classique ort subi le procédé de nettoyage

d'éIiminer tout problèrne de qrtamination. Les différen-

de cette procédure de lavage ont été décrites, entre

USPA (197f ) ,  Ùl i l ler et  al .  (1978) et @uture ( f9BI).

1.2.c ltest algal "classique"

La réalisation du test "classique" sd\rait &s procé:lures

proposées IEr creene et at. (f975), Miller et al. (1978) et Joubert

(1980a) pour déterminer f inhibition de la croissance des algues

p1aées en @rditiqrs écotoxiques. EIIe tenait orçrte de la. teneur en

substances nutritives (tl ou P) gui c.ontrôIe la croissance a1gale

(Sriroyana et. a]-., 1975), Iaquelle teneur provient de l'êchantillon

testé et de I'ajort nutritif; ce dernier assure Ia présence de macro

et de micro-éléments en quantités suffisantes trrour permettre la

croissance des orlganiæes. on oûrparait les bicrnasses mesurées aux

bicnasses théoriques (calcrrfées) lnrr draqr:e qrcentr:a'tion de I'essai

et on calculait par la suite des pourcentages d'irùribition pour

préciser la Ct50.
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Les  concent ra t ions  de  I 'échant i l lon  e t  du  cont rô Ie

êtaient prêparées en triplicata dans des erlens de l25ml. Chaque

erlen recevait I'a14nrL r,ofumétrigue suivant:

AJCTJT

Dilutions en série (1O0, 50, 25... jusgu'à
0,Bg) de I'â:ùrantillon o.r eau dâninéralisée
(systènre l4illipore St4:er Q) porr le æntrôIe

Milieu Aà14 concentré 25 foisl

IrncuLun2

\rcLUME

3}nL

lmÏ,

0rZnL
@

1. I-a bicrnasse théorique (St) résultant d'ure soissance

contrôIe de I jours en milieu AAM normal est de

8ùrg.L-I (Snirqema et' al, 1975): la Bt. était donc de

SGrg.L-I dans ce cas trrrisque 8Ong.L-I x 25 x I =
1flt

5ùng.L-I.

2. Les inocula introduits dans chaque erlen étaient

respectiverent de I 000 et de 20 mO ce1lules.nil-l

porr Les test€ de CI5G€ janrs et. æ G50-4 jcurs.

Il étâit nécessaire de connaître les teneurs en azote

irnrganiqte (lUt,*+, tilO2-et NOg*) et en phosphore total inorganique

(ortho-P+poly-P) de l'êchantillon afin de dêterminer la Bt. Ces

analyses étaient rrêatisêes sur appareil Techniæn. Iâ Bt se calculait
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alors à partir des facteurs de rendement de biornasse établis par

Greene eL al .  (1975):

- 430: efficacité de producLion pour dnque IÇP.L-I;

38: efficacité de pnoducLion pour dnque qN.L-l.

La Bt de l 'échant i l lon étai t  établ ie en fonct ion de

t'élénent (P ou N) æntrôIarrt Ia soissanc.e (l{iller et a1., l97B) en

tenant oçte des deux relations précitées.

La bicnrasse nesurée (B) était cnlculée selon Ia relation

suirrante:

"=F@r]"
song.L-f : Bicrnasse théorique résultarrt d'une soissanc-e qrtrôIe

de I jcnrrs en milieu ÀÀM selon rps conditions extrÉri-

mentales

X : æIlules.L-l (nryenne arithÉtique des trois erlens =13)

produites dans le srtrôle en milieu ÀâM*

Y : cellules.L-l (nqrenne arithrnêtique des trois erlens =T3)

produites dans c*aque qrcentrati,m de 1'â*rantillon*

Corlter TAII avec tne crnrerttrre de 0,70u.
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I -a toxici té de l 'échant i l lon (cI50) pouvait  alors être

détenninée en calculant les lnurcentages d'irihibition (BI) à I'aide de

la formrle suivante:

rt
8r=l roo-e lxr00

L etl

B : bicrmsse nesurée (tg.L-l) au Biène Fur d'incr:lcation

Btt bicrmsse thârriqr:e (ng.L-I) pour ctr,aque ccncentJation de l'échân-

tillon, selqr le fasteur (P ou N) tjrnitant Ia cr:oissance; pdlr sn

calcul, qr tenait ccrçte ncn seulernent de t'â*nntillon nais ar.rssi

de 1'ajo.tt mtritif .

Les trnrrcentages d'irihibition étaient calculés à 1'aide

d'un pograrrre interne (en langage BASIC) plaé sur ordj-nateur Hewlett-

Pacl<arrd. Ensuite, Ia CI50 était érraluée grapÈriquemelrt sur lnpier semi

togarithmique (Keuffel and Esser Co., Probabifity x3 log cycles).

Lorsque la CI5O ne pouvait être estimée gfaphiquement (rpins de 3

valeurs de p:reentages d'irihibitiqr lnrr tncer Ia droite de toxici-

té), elle êtait ralportée en écart de toxicité; celui-ci correspond à

r:re fo.rrctrette (en v/re po:r les effluents et' en ug.L-l por:r tes nÉtaux)

à f intérieur de laquelle se trouve la Ct50.
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I.2.d Test_a1ga1_"micq>Iaque"

II existe plusieurs sortes de microplaques (MP) sur Ie

rnarché, Iesguelles se d-istinguent 1nr la orçnsition et Ia qualité au

plastique (polWirryl, trnlystyrene, etc.), le rsrùrre cte p:.its (4,6, 12,

24 eL 96) et la fornre ( fond plat,  en'V" cr 6r 'U") de ceux-ci .  Pour

les travaux comparat i fs,  nous avons fai t  usage de MP ayant J.es

caractéristiques suirrantes :

Ccrrposition Forne des pnrits tihnhre de p:its Voh-rre des pr.rits

polystyrène rigide '\Jrr 96 300uL

Tnois rrErrques qnnerciales de MP ont été utilisées pour

1'éIaboration du microtest algal: Nunc (# ae catalogue 262]-62,

stérile), Linbro (# ae catalogrue 76-242-05, stêrite) et Cooke (# ae

catalogrue 1-22O-24x, ncn-stérile). Pour les tests de toxicité avec

mesure d'AIP, crr trxéféra celles & mrque Linbro. L€ æût intérieur

des MP Linbro et la crcnception spécia1e de leur toiture, laquelle

assure r:ne neilleure isolation individuelle à chaeun des Frits, cnt

justifié nctre ctroix à cret égard.

La figure I schêrnatise la technique utilisée pour les

bioessais sur microplaque. Cette technique était identique, que Ie

paranÈtre de nesure de toxicité soit Ie dérsrbrenrent cr: l'ÀfP. Dans cre

dernier cas, il faltait cependant employer des crrltures axéniques

d'algnres et travail ler sr condit ion c1'aseptie jusqu'à l ' incubation.
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pour cela, Ie traitenent des éctrantillons fuL Ie suivant: envircn I0rnL

étaient stéritisés par filtration sur nenbrane (Gelrran, GA-B; 0,2u) et

des di lut ions en séries étaient pratiquées dans des éprouvettes

stériles (I6/f6grûn) avec de I'eau déminéralisée (système Millipore

super O) eù autoclavée (l2loC, 1,I kg.qp2 de pnession). Ces dilutions

étaient versées tour à totrr dans un réserrpir stérile en plasLiq,re (ré-

serrrcir Titertek, I-aboratoires Flow Inc.), duquel on aspirait des

prties aliquotes de 2OOI:L +ri étaient irrnÉdiatement transférées dans

Ies plits appropriés de la microplaque au noyen d'une pipette rn:Iti-

gninte (titertef, Iaboratoires Flo,rr Inc.). Celle<i fut utilisée pcur

Ia mise en rnarche de tous les tests (CI5O-4 jours et 4 heures), à

I'excepLion de Ia première série de tests (CI$O-B jours) où f 'on em-

ploya ta pipette Eppendorf à répétition. Les algues et le milieu

d,enrichisserent ÀN{ étaierrt ajoutés ensemble de façon identique aux

puits de Ia micrcplaque selon les protrnrLions suivantes: IOuL d'ino-

culurn (1 OOO, 20 OOO ou I @O OOO d'algues par rt respectivement pour

tes CI5O-8 jours, 4 jours et' 4 heures) et Ior:L d'AA!'l concentrê L3,75

fois en rme de I'obrt.ention d'une biqmsse tlrécriqqe de sùrg.L-t après

I jours de eoissance. La microplaqr.re était errsuite recclr\terte de son

toit plastique et introduite dans un sac trans;nrent (fifm en poly-

ester , ] :615 x 2Ocm, Kapak corp. ,  s t -LOuiS Park,  Mn,  u.s .A.)  dont

I,ourrerture était scellée à fâ ùa1eur [nrr ençÉc]rer I'érratrnration. La

micropl,aque eitait finalenrent placée dans I'incubateur pour Ia pÉriode

youlue dans des conditions identiques à celles du test classique.

préciscns ici qr.re le mlcrotest, tel gu'il est présentenent éIaboré,

représente une élnrgne inportante au niveau du temps requis pour la
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mise en marche d'un bioessai,  comparat ivement au test c lassique

( tab leau 2) .  A ins i ,  i I  es t  poss ib le  d 'exécuter  les  nnn ipu la t ions

e:çérinentales 2 à 3 fois plus wite en adoptant le test microplaque.

I I  y  a  p lus ieurs  façons  de  ré ln r t i r  les  d i f fé ren tes

ccnc.entrations d'un éctrantillon et Ie æntrôte lnur la réalisation des

tests de toxicité sur MP. liûcus avcns cpté lnur l'orgarrisation suirrante

dans Ie cas des tests avec les effluents industriels:

six réplicats en milieu Ai{'tI avec

cinq réplicats en milieu ÀAÈ! sans

cuni un ont:ôle dans B puits.

I dilutiqrs pour drac-un;

(P et. N)2 avec B dilutions trnur dra-

L2I1IO
A
B
c
D
E
F
G
H

t. L'ajout ærrespand à r-ne Bt de sûrg.L-f .

2. L'ajor.tt re qrtrib-re pas à r.nre prcducLiqr de Bt, mais

assure plutôt wre trrrésence suffisante de micro-éré-

ments afin que Ie poterrtiel en P et N de l'échantillcr

pour la oroissance algale prisse être péeisé (B).

en serr o
N
T
R
o
L
E

irpculun +
*111su AAIvtI

ilocr:lun +
I\fiLIHJ AAII
sans (P{N)2
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TABLEAU 2. E:FORI-TEMPS æMPARNTIF RE$JIS PCT.JR IÀ MISE EN I.ARCTIE
D'UN BIOESSAT AIÆAL Str.ON T.F:q 'IESTS CIÀSSIQUE (TC) EjI
I,TICROPIÂgJE (MP)

l. Préparation de tI ditutions plus I cqrtrrôle Éalisé en érie de 3
porr rc et' de 8 pcur MP.

2. Terç>s êtabli en utilisant l"a pipe'tte répêtitive Eg:errlorf.
3. Terps êtabli en rÈilisant ta pipe'tte nultitrninte Titertek.

OgÉrations

'I'e!r!3s regur.s (en nrlnutres)

rc ÈF-l2 MP-23

Préparation des dilutions en
série et distrib-rtionl

Ajout du milieu AAt"! et de
f inocuh.un d'algues

30

5

E

I5

3

T6-

t0

t

--ir
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Pour les biotests cle 4 jcr:rs r&rtisés avec les rÉtaux en

solution et trnur ceux de 4 heures réa1isés avec Ies effluents ou

métaux en solution, le lntentiel de eoissance Aû à f 'éclnntillon (B)

n'était pas pris en onsidération; Ia disposition des dilutions en

série fi:t alors lorizcntale (voir figure I) et cjtracune de celles-ci,

ainsi que le æntrôle, êtaient présents en B réplicats . (exenple: la

odlc-entr:ation X se trourre dans les prrits À1, BI, . ..111 et Ie qcntrôle

se trouve dans les prits AL2, 8]-2,...H12).

A la fin de Ia pÉriode d.'incubation, le contenu des

puits de la MP était rerrr-is en suspension avec un appareil Rotatiter

(ryrrntecfr Produits Inc. ). Pour Ie dênombrement cellulaire, on re-

tirait, à I'aide <l'une micc6lipette, f00ul, de chaque puits trnur le

calcut de la CI5O. Ce rrch:ne était ensuite versé dans r.ure accuvette

cqrtenant 9mL d'une soluticn étectrolyte (Isoton, Coulter Electro-

nics) porr le aéncnUnenrent des algues au Cculter.

Por:r la iÉtenninatiqr de l'AfP, une s-uspension algale de

IOOuL êtait transfêrêe dans des éprouvettes (t'ticronic PPN tubes

45x8,8cn, Laboratoires Flcnr Inc. ) renferrmnt draeune 400uL de dinÉ-

ttrylsulfo:cide (naSO: Anachenia, AC-6I80); ce oçæê était æstinê à

extraire l'ÀlP (Jak.tbczâk eÈ Leclerc, 1980) . IE rÉfange d'ertr:action

êtait ensuite honogénéisé pendant quelques secondes. On trnuvait

alors procêder an dosage de I'ATP après un délai de 20 minutes ou

entreposer les épru.rvettes capuchonnées à -80"C (Revco, Ultra-Iovr

fræzer, ttLT 385A) pcur &sage ultérieur.
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La mesure  de  I 'ATP s 'es t  fa i te  t rn r  b io luminescence

(Karl ,  1980; Teach, lgBI;  Vasseur et.  aI . ,  l98l) .  Les émissions de

phoLons (unités relatives de lunière = URL) ont été captées par un

Iwnincrnètre lr.rnac/3M (Bio-orpteur trtcdèle t'Cofo). Trous les produits

et natériel nécessaires trnur détenTdner les URL et Fcur effectuer Ie

dosage de l'AfP provierunent de Ia firne Lurnac: "Lumit PM" (réactif

Iuciférase - luciférine de npuche à feu),'tanq>on Lumit à f*f 7,75,

étalcns d'ATP et "lttrmcuvettes". Oert^aines expériences ont de plus

requis I' utilisation du ta$Pon IIDPS ( 4-nprptplino-propyl-su I fonate 3

Aldrich Ctremical Co. ) . Pour effectuer Ia nÊsure des URL d'une

suspension algale, an préparait r-ure h.unactrvette qrtenant le néIange

suivant:

IOuL du rÉlange hcmgéneisé à æser (rrcir plus haut)

IOOIÉ de tanpan Iirmit à Ét 2,75 avec lffil de KCI

IOOLIL de lunit PM d.ispensé ar:tsnat trar le tr.unirsnètre

L€ calcul de l-a teneur de I'ATP a été effectué à I'aide

de la tætrnique de standardisation interne (gulletin de la Firme

L:mac sur Ia standardisatiqr jrËerne). ûI aétenninait tout d'abord

Ies URL êmises IEr une dilutiqr alpropriée de l'échantillqr (URLe) et.,

ensuite, les URL érnises IEr wI réplicat de I'échantillon auquel on

avait ajcuté IOuL d'r:ne qrc.entr:atiqr êtatcn d'ATP (UrueraTP étalcn).

Ceci trrernettait de qrarrtifier Ie srtenu d'ÀfP de l'éctrantittcn (ATPe)

selcn I'âquation suivante:

ATPs (ug.l-l)= èTP étalm (ug.L-I) x URI€
URIc+arP étaton - URr€
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Pour préciser les po'rc-entages d'irùribition, on compa-

rait, IEr ralæort au târoin, Ies o:oissances cel1ulaires, les URL ou

Ies teneurs en ÀTP obtenues aux d.iverses æncentrations de I'échan-

tillon. TeI qu'irdiqué en annotation plus haut (voir pa.ge 22), il

falrait tenir conpte de la biomasse (B) résurtant des teneurs de

l'éctnntillon en N et P (lorsqu'ir y avait supprément en rnilieu ÀAI"l

sans N & P) et de ta biormsse ttréoriquenent produite (Bt) par I'ajor:t

du milieu Ml'l ccrrplet. hns ces deux cas, B et Bt étaient fonction

de la toxicité qui pffvait se nanifesÈer an:x d.iverses æncentrations

de l'édnntillqr. I1 ét^ait donc nécessaire, pour Ie calcul de Ia

CISO, de retrancher, à ctraqr:e æncentration ænsidérée, la biomasse

(B) résuttant exclusivenrent du luLentiel de croissance de I'échan-

tillon à æIle (e{ft) qui rÉsultait de l'ajout ô: milieu AA}t cqryIet..

Ainsi, la biqrasse résultante, Elt, était ælle qu'on comlnrait à la

Bt dt temoin trnur le calcul de fa CI50. La toxicitê Aes tÉctnntillqrs

a été ee]culée à partir des lnurcentages d'irihibition (tI) par rap-

pofr à l'échantillqr târoin selqr la fiorm,rle suivante:

r ' l
8I =loo -let téct'antillcn)l x 100

LB-ETffi)-l

Bt (échantillqr) : dérrcmbrenent ællulaire (cellules.nrf-l), émission

photarique (UF[.) o.r teneur en ATP (ug.f,-l ou fg.

cellule-l) de I'éctrantillon

st (témcin); mêmes s ctrez le tânoin
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L,es lrcurcentages d' inhibit ion étaient déterminés à

|aide d'un pnogrannre placé sur ordinateur Appre rrE. hns le cas du

dêrnnbrernent crelluraire, 1nr exenç>le, on spécifiait tout d'abord ra

mcyenne aritlrmétique de B. certe-ci était ensuite retranchée de

chacune des valeurs BI'BL pour ctngue aoncentration de l'échantillon.

Ctraque raleur de dérsrbreûr€nt Bt résultante servai! à calculer une

rrDyenne arithÉtique porrlérée e,L. TbuL ccnme ;nur Ie test classique,

la CI50 était alors évatuée graphiquement et rapportée, selon Ies

résultats cbtenus, en valeur r.u-rique ol en écart de toxicité.

Notons finalsnent que le ctrerninenrent clroisi lnur cbtenir

Ia CI50 par différencre entre B et Bt ænstitue un autre avantage du

microtest p:isqu'il s'avère exclusivement biorogigue et érimine le

besojn d'un sr44rort chimique, alors qr:e celui-ci est requis lnur le

test classique.

1.3 Résultats et discussion

1.3.a 3agcgq5s_r9r1ég 3"_t9s! =Igal._ magryI)la$g

(i) Facteur "érraporation"

Pour la Étandardisation de la technique micrcplaque, iI

était inportant d'estimer Ia lerte volunétriqr:e sous les crcnditions

ex1Érirnentates précédenrnent décrites . pour ce faire , 22oul, d 'eau
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dârLinér'alisée furerrt introduits dans chacun des puits d'une rnicro-

plaque, laquelle fr:t ensuite scellée et placée dans l'incubateur.

Après B jours, on retira au rTEyen d'une micropipette, Ie c.ontenu de

48 des 96 puits de la nr-icropraque. chacun de ces contenus fut

ensuite træsé sur urre balance éIectronique ultra-sensible (Mettler AE

160). Ooncrcrnitanrnent, 24 erlens, contenant 4OmL d'eau miné-

ralisée, furent soumis aux mêmes crcnditions expérimentales. I,e

volune restant fut ensuite estirrÉ en versant ctraque contenu dans un

rytindre gradué. r-es résultats de cette expÉrience apparaissent au

tableau 3. La perLe rrctunétrique nEDreme, dans les deux cas, était

inférieure à tOE et re présentait pas de différence sigrnificative

entre un prits de microplaque cu un erlen. tilotons qu'il est essen-

tiel de sceller les microplaques, sans quoi la perte rrcIumétrique

après I jours est énorne (>50t).

(ii) Facteur "terçÉ::ature"

Le scellage des microplaques suscita Ia crainte d'un

"effet de 6erre" anrquel les algues lun"aient être so-ûrises durant la

gÉriode d'incrrlcation. Four vÉrifier aeci, un suivi tJrermographique

(appareil: Rrstrak, lôdète 2L33, Gulton Industries, U.S.A. ) de I

jo:rs flrt effectué dans f incubateur d'algues. A cette fin, une

sonde thermique fiJt tout d'abord placée dans uur erlen de 125mL con-

tenant 4tnL d'eau ilâninéralisée. De prus, après avoir renpli r-ne

microplaque avec de l'eau dérninêralisêe (22ùL trnr prits) et f ,arroir

ensuite scerlée sans æuvercre, une deuxième sonde fut introduite

dans I'un des prits de la microplaqr:e en trouant le film plastique
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TABLEAU 3. PERTE \DITNVÉTRIQUE D'ÉCrANrrr,r,CNC UJE A T,'ÉTAPONATIOI
LORS DES TESTS CT,ASSIQ(IE Er }{ICBOPT.AQTJE TTJRANT 8 ûJRS

Métlode t{Icnùrre de fioles
ou de puits

Perte de volure
nr:ven en t

Fcart-type

Classique*

Micrc4rlaque**

24

æ

7 '2

8 '7

+

+

2 r g

2 1 7

* 4OrnL d'éctrantillcr trnrr ctraqr:e fiole ænique de l25ml.
**22ûJL d'échantillcn lntrr <iraque p:its de 3O0uL.

' ' i  
l
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résultats suirrants:
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et de la microplaque a donné les
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du pui ts .

de l 'erlen

Tenç:Érature ( "C)

Cmtenant I,,linirmle thxirnale

ErIen

Puits

Ces rraleurs i:rdiquent qu'un effet de serre ne s'est 1ns

rnanifesté. Par aillqrrs, Ilaaland et lQeutsqr (f973) cnt rapporté que

les terçératures minjrmle et mxirrale lnur la o:oissance de g. 
""pri-

cornutlûn se situerrt â tO et 35oC respectivenent. Les variations de

terçérature que ruls a\Dns cbservrêes se tran\rent donc à f intérieur

de Ia zane de tolérance. De letrr ôté, Relmolds et aI. (fgZS) ont

constaté des qlcles cellulaires naxfuraux de 1,36, L,99, 1,39 et L,27

jo.rrs à 20, 24, 28 et 33oC rrespectirererrt potrr S. capricrcrnutum. I1

senble donc que Ia telçérature de croissance optirnale pour cette

es1Èce arroisine 24"C.

(iii) tbcteur _ygfgng d'â*rarge gazeux"

La propontiqr voh-urÉtrique f/C entre édrantillon (E) et

cqrtenarrt (C) est irrportante afin d'êviter Ie problème d'une limita-

tion en æ2 durant la période de crroissanc.e &s algrues. Cette Fropc-

tion est fixée à O,20, selqr les recqnnarrlatiqrs apportées 5nr l'liller

e t  a l .  ( f 978 ) .  r {onobs tan t  ee t te  va leu r ,  nous  avons  éva lué

30

32

24

26
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quatre ra[æort.s n/C supérieurs â cel le-ci (O,27 à 0,73) pour les

microplagues â t'aide de crrcissances-<ûntrôles incubées a\æc un ajcut

de nilieu AAI'î complet sous les rnêmes qcnditions expérimentales

(tableau 4). r.es résurtats nontrent qu'il n'y a pas de différence

narquée entre les dénonbrenents cerluraires obtenus après B jours

d'incubation po-rr ces r:alT)orts n/c. ceci s'e:çLiçIu.e pant€tre par le

fait que Ie 
"rclune 

d'air ô: æntenant orprend rgl seulenent celui de

chaque g:its d'une mi-croplaque nais aussi aelui aqttenu sous le film

plastique scellant la microplaqr:e entière, æ gui porterait le rap-

port E/c facirenent en deça de la valeur repêre de o,2o suggérée

ci-har:t. To. similarités des dénonbrerTents nans qrt lnrtés â retenir

le ratrpcu:t E/c & o,73 (i .e. 22our, d'échantirron dans 300trl ,  d'un

puits de micrcpfaque) lors de I'établissenent de ta tectrnique micro-

plaque, â ta fois lu-rr des r:aiscns pr:atiques (prus gnande facirité et.

précision pour la dispense de microvolurres ) et rentabres (plus

grr:ande dispcrribilité en bionasse algale nolr les rresures lnranÉtri-

gues uttérieures).

Signalons tcutefois ici gue les dénonrbrenrents ôtenus

sur mleoplaq:e étaient sigrrificativerent inférieurs â celui ob,t.enu

d'une croissance-contrôte réatisée en erren sous des ænditions

identiques. tlre terle différence pourrait provenir d'un effet de

parci er Ie polystyrÈne des microplaques aurait des radicaux de

plastique rnrr polynerisé capbles de Grétater dê€ éfémsnts essentiels

à Ia croissance des algues (Laboratoires Frow rnc., données non

publiées ).
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(iv) FbsÈeur rtDTArr*

La pssibilité préérnncee de ctrélation ncus a incités â

vérifier l'évclution de fa croissance algale avec et sans EII|A par

tests classique et microplaque (fiErre 2). On a alp]-igué r:re analyse

de rariance (test de Bartlett-BcD(, selon Nie eÈ aI., f975) pour les

quatre séries de dénonbrenents cellutaires (4, B, C et D) cbterrus aux

jour-s 4, 5, 61 7 eÈ B. Pcrrr ctraque pÉriode de tenps, cn a respecti-

venent dénontré des valeurs F è L3O, 286, 803, 329 et L24, Iesquel-

les scrt sigrr-ificatirænent différentes (aræc prrobabilité de 999), ce

qui dénontre r:n effet spécifique à chacune des séries. Le test de

Sheffe (1959) appliqué a posteriori a nontré qr:e chaque série donrnit

des ra,leurs rûf,)zerrnes significatirænent différentes d'une autre avec

probabilité de 959.

Les ruÉrations cellulaires se classaient dans I'ordre

suivant: D < C < B (A (fa seule différence non sigrnificative fnt

obtenue entre A et B æres 4 jours). Cet ordre dérrontre que:

- Ie test cLassique &rre des iléncnbrenrents significatirrenent plus

étevés ç[re Le test micrcplaque;

- I'alalt d'EIIIA a,rgnente significativenent Ia croissance pour les

deux rÉthodes.

de nÉtaux bivalents.
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Dans le cas dr: test crassique, la plus forte croissance

obtenue en présence du milieu MIr,l & EDTA leut être due à ra capacité

de ce r:igand synthétique à assurer une meilleure disponibirité de

eertains micreélânents pcur les alques (ttitter et al., I97B). Sur

ce point, I'EIIA est surtcut utile afin de stabiliser Ia solubilité

du Fe et du l"In, en râluisant leur tendance à précipiter à gt Iégè-

renent basique, ce qui farrcrise leur dispanibirité pour supporter la

croissance des algrues. Dans re cas des microplaques, r'EfIrA joue

sans doute aussi r:n tel rrôle et son absence expliquerait la produc-

tion prus nodeste qrstatée lnur ra bicrnasse. En prus, il est Ips-

sible çnre l'tfA arqÊche égalernent wre adhésion de certains éténents

sur res lxrois prastiqr:es (polystyrène) des p:its de ra micropraque;

des problènes d'adlrésion de æ genre cnt été r:apporeés par Batley et.

Gardner (L977). Ainsi, ces différentes propriétês de I'EDIA augmen-

teraient sensiblsnent la bicnnsse-contrôle obtenue lors de la réa-

lisation de tests arzec micrcpraque. Dans le cadre de nos travaux,

nous avons donc cptê por:r l'utirisation du mirieu AAM avec ilEDTA.

ce droix était égarerent justifié lnr re fait que l'on travailrait

avec des bicnrasses d'algrues relativecnent nodestes tru:r le tæst micre

plaque et que I 'on désirait réduire le r isque d'une résolution

insuffisarrte lors des nesures prarnétriques.



-36-

(v) Fb.cteur 'hrarrque de micrq>laques"

Ncus anrcns suivi l'ér,olution de Ia croissance de Sele-

nastnj[n sur t:ois rrËrrques de microplaque différentes, soit Nunc,

Cæke et Linlcro. Trois microplaques de draque na4lue cnt servi pour

cette exçÉrience. Les nuages de trrcints, représentant chacun Ia

npyeru-re ô: dénonbrenent cbrtenu pur draque micrcplaqr:e selon le jour

d'incubation, ;nraissent â fa ngure 3. Les repcnses de croissance,

quelqr:e per: éparpillées lors des dérpnbrenents effectués aux jours I

eL 2, se concentraient darantage â partir du jour 4 au delâ duquel

elles présentaient un gnrtrait assez hcnogêne sans égarrC à ta marque

de rnicroplaque Éilisée. L'intérêt panr Ia réalisation de tests de

toxicité de 4 et B ]>urs rnus a pætés à regarder plus attentivenent

Ies dsrrées ærnparatiræs ù.enues à ces deux pÉriodes d'incubation

(figure  ). A æs deux jour:s, il n'était pas 1æsible de distinguer

ure tsrdanc-e narqr-rée, en terme de rendernent de biornasse, pour une

nnrque de microplaque. Ceci senble indiquer ç1:e la qr:alité ec f in-

tensité lunineuse qr:i parvenait aux algues dans les puits de ces

trois tlrpes de micrroplaques n'étaient pas dissirnilaires. En cnrtre,

les trois nÊrques de microplaqr:es n'apparaissaient pas occasionner

r:ne toxicité qr:elcurque liée â leur procéde & f,abrication.

(vi) ÀrLres_fact€urs

Il f,aut égalenent envisager que le ËI ait [rr er(erc€r uræ

timitation en 02 dans Ie cas des biotests sur microplaque. En effet,

ceux-ci étant incutÉs sans agitat ion, Ieur pH avait tendance à
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s'élever progressivenrent jusgu,à lo ta'.is qr:e celui du test classi_que avee agitation bi-guotidien.e ne dépassait généralenent ps B à gen fin d'incubation; or, pour assurer une pleine disponibilité en@2, le p*t doit rester en deça de 8,5 selon Miller et al. (f978).
L'irrcubation statique des micropragues occasionnait aussi une sédi_mentation des algnres au fond des puits, ce qui pouvait rendre lesc'errules <les otrches inférieures noins accessibres pour r,assimira_

tion des éIénrents rÉcessaires à -ta crroissance. Il n,est pas assuré,non plus, que les algn:es crroissant dans 1es pmits d,une microplaque
reçoivent ra nâre guantité et gr:alité de r:a1.ns lumineux que celrescrcissant en erlen â cause des propriétés particurières du toitprastique de 1a micropraque. ces différents facteurs peuvent éga_rement querque peu contribuer â des différences au niveau desrésultats de toxicité cbtenus avec 1es deux nÉthodes. Certes, Iesréponses à ces quetions n'ont pu être abordées dans re présent

travai- '  car t 'objecti f  principat de cerui_ci était d,évaluer reschances de réussite d,un test afgal rnicroplaque. fl n,enpêche qu,ilfardra approfordir res ænnaissanees relatives à c_es questions.

1.3.b pglÈlfg ATp pcn:r te lege_arS3t_micropraqr:e

r'a qnnrdité, ra rapidité et. ra sirçricité ae ra rÉthodeau Drtso cqm* agent d,extraction de l,ATp amènent â choisir cetternâthode de préférence aux autres (.fafuUczat et Leclerc, fggO). Desprerniers essais au Dyrso nous ont ncntré que ce c.omposé extrait bien
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l,ÀEP cle S. capricornutum (tableau 5). La proportion du rÉlange

d'extraction prcpæée par Jal<ubczal< et Leclerc (f980) s'appliquant

aux bactéries, rnus a\icns drerctré â ta noaifier afin d'obtenir une

sensibilité lurninonétrique accrue du photornètre pour I'ATP algal'

Ceci était désirable parce que les raclunes de IOOuL pocétevés dans les

puits des microplaques â u rin des 4iène cr: Biàne ]lrr:s d'incrrbation

contenaient une bionasse qui re pcprait être æncentrée davantage (par

exenple, Ia rmnÉration cellulaire des puits-contrôles après 4 et 8

jo,rr.s d'incubation se situait respecLirenent â 2,8 et 4,5 x lQ5 algues'

IOOuL-f). Dans Ia nÉthode d'e:ùraction/dosage que ru.ils recherdrions,

iI rms f,allait tenter de diminuer la pnc6nrtionafit{ ôr DIGO dans le

nÉlange ôr dosage afin de réduire scn "quenctring" qui atténue l'émis-

sion de lurnière. I-€ tableau 5 présente les 6 prcportions du nÉIange

d,e>ceraction qui crrt été essayées trmr tÆIter d'augnrenter la sensibi-

Iité des rngsutes. Ncrrs anpns reterru, trnrr les eryériences subséquen-

tes, la prolnrtion de I'essai No 5 qr:i réduit le f,acteur de division

de l,essai No I (cqrsidéré conne Éférence â partir des données de

Jal<ubczal< eb l-eclerc, 1980) de 60 à 50 tput en augrnent:rrt, parallèIe-

Iûertt, Ie renderent en URL.

Le tableau 6 éIucide Ie trnurquoi de ce droix' Trois

principales n'iscns scnt en causes

I. Il y a roins de D1/SO dans 1e nefange ôr dæaç, æ çIui réduit Ie

querrdring;

II y a plus d'éctrantitlon dans Ie rÉIange du dosage et, &nc,

plus d'lCP;

L€ râctif en4pratique est roins dilué; ceci arçIifie I'émission

photoniqrr" [-'i"qu'-elle est fonction de la concentration du

i"""tif iuti"oé""" Revieur, h:Iletin 2O2' 1981)'
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Une expérience subsâluente fi:t entreprise afin de déter-

rniner Ie oontenu cellulaire en AfP d'une culture d'algues en compa-

rant la rnéttroae d'extraction au Dl*,tSO décrite dans la littérature

(Jakubczak et Leclerc, 1980) et notre version npdif iée de cette

méthode.  A  I 'examen du tab leau 7 ,  on  vo i t  qu ' i l  n 'y  a  pas  de

différence significative entre les rerdenents d'extraction des deux

nÉtlrodes; celles-ci ;:ermettent en effet d'obtenir un .contenu cellu-

laire corparabte en ATP lorsque Ia densité cellulaire est c1e 4 x

1O6 cellutes.ml-I. cette dernière est représent-ative de celle que

l'on retrouvait dans les prits-contrôIes de microplaques après B

jours d'jrrcubation, et donc, de Ia biomasse naxinele à lnrtir de

Iaquelle l'extraction de I'ÀfP était effecLuée.

I1 f,a11ut. ensuite vérifier La linéarité du rendement de

I'extraction de I'ÀOP pcur différentes concentrations cellulaires.

Les figrures 5 et 6 itlustrent cette relation et indiquent qu'un

"quenching" n'intervient 1ns dans Ie Ca-q ôr plus grand nOmbre d'al-

gues rngsurrées. Lors ô-r doeage, rDus rDus scmres rerdus qu'une

sous--estination iq>ortante de I'ATP cellulaire survenait lorsque

noins de I OOO cellules éta.ient ;rrésentes dans Ie mélange du dosage

(figrre 7). Cette quantité d'algues est représentative du seuil de

starriardisation irrterne (figrures 5,6 et 7), et correspond à f 00O

cellules nesurées dans Ie rÉlange dr-r fusage, à 5 x 1O4ce11u1es.100ltl-I

présentes dans le rÉtange d'e:ctracLion cu à 5 x l05crellutes.rf,-l pré-

serrtes dans ur 1rrits de micropLaque.

trfin, il restait à érraluer s'il survenait r,ur drangenent

de ËI clans Ie nÉlange clu dosage lors de l'ajout du nélange d'extrac-
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t ion. A cette f in,  nous avons préparé cinq mélanges d'extract ion

cqrtenant chacun Ie raclune requis de rnilieu nutritif AAI'I à cinq pH

dif férents ( tabteau 8).  On constata que des var iat ions de Él du

milieu nutritif AAl"1 n'arnient auclln effet sur Ie pH final du nélange

du dosage lorsque ce milieu était a]:uté dans les propontions rrculues

à la solution de D4SO. Ceci est inportant car Ie p[I dans les puits

des micr.oplaques pcuvait atteindre 10 â l,a fin de la pÉriode d 'incu-

bation (4 ou B jour:s). II y a â3alenent lieu de soùIigrner çIue Ie pH

final ôr mélange ôr dosage était t:ès roisin dr: PH 7,75 de rendenent

cptinal 1mr La réaction enzlzmtique a\Æc les réactifs Ltmc'

Ncus anpns d'ailleurs cqrfirnÉ c€tte rst-interférence du

pH *rr I'émission çtrotonique en pÉparant des solutions de milieu AAI"I

à différents 1tI, lesquetles æntenaient r:ne teneur ænnue d'ÀFP, eL en

sowrettant celles<i aux nesures ptrctcnÉtriques (tableau 9 ) . Il n'y

arait pas dg différence narqr:ée, Ç$rmt â I'émission d'URL, ôre au pH

original de I'é<trarrtillcn (Ét errtre 6 et I0).

l. 3.c Èécisiog et_"reproducti$Iigé: àr-tgst 
"1g1! 1tr9r19P19S9

ces exigences qrt été vérifiées lors de croissances-

cqrt-rôles. Tcut d'abord, crt cbsenra qu'après I jours de croissance

sur microplaque, les contrôIes s'avéraient assez horcgênes, conme

I'indiquaient leurs æefficients è variation (tabteau l0). En effet,

ceux-ci vari.aient de 4,5t à 13,9t alors qre USIpA (f971) a étaUti la

Iimite de précision du test AAl"l utilisant S. capricornutum à un

coefficient de rrariation de I5t. Ces résultats ténoigrnent aussi de

I'adÉ1:ation & f instrunentation utitisée et de la technique errplqlée

pqrr la râtisation du microùest.
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TABLEAU B. mFEr |IJ pH ru rEx"A].IcE D'D(TRACTTGT sJR tE FÉt Frtal,
DII METÀIreE UJ MSAGE FOUR IÀ MESURE DE L'ATP

La paro;nrtion du mitieu ÀAl,t au DtvtSO est de 1:4.
ra poportion du môlange d'extraction au nélange finar du dæage
e s t  d e  L : 2 I .

FÈI rxj l'lrLJHJ ÀAf'l FÈt DE r,A sol,llrrCI{ DE D[&so nJ ffiAGE2

6 r 0
7 'O
B r O
9 'O

r0 ,0

5 ,25
5 ,25
5 ,25
5 ,25
5 ,25

'1,6I

7 ,65
7 r @
7 ,59
7 ,63
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TABT,EAU 9. EEFET TXJ PH UJ ITffi..AT$æ D'D(TRACTTON
SUR L,ft-ITSSTON U,I.TINEUSE TE L'ATP

FH de I'échantillonl ttRI2 C.V.3

6 1897 + I09 5,8
7 L86L + L74 9,3
B L7n 1 Lr4 6,4
9 rB19 T r53 8,4

r0 1792 + 97 5,4

On rÉfange lOr:L d'une soluLion étalon d'ATP (I ug.ml-f) à 99OuL
d'une soh:tion ÀAI'! ajustée à dracr.m des gt considérês.

Valeur ncD/enne et êcart-tlpe des tresures d'unités relatives &
h.rnière (URL) effectuées en triplicata selon fa rét]rode npdifiée
d'extraction au D'|S (vroir tableau 7).

6efficient de rariatiqr (c.v. ) oçrirÉ 6r 1Durcentâge.
C;V. = (Ecare-t1pe) x10O

I .

2 .

3 .
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TABLEAU 10. PPÉCTSTOTI TXJ BICIIEST AIÆAL SJR MICROPIÀQI.]E:
c\lffFrcrBrrs rE \rARrATroN (c.v. ) PorrR rB
Ivl ICROPLÂCr{IES{OwIROIES

* C.V. calculés à prtir de derrcmbrenerÊs cellulaires au 6ul-ter
obtenus après B jours d'incr-rlcation dans des puits de microplaques
(le8 pour chaque rraleur ::apportée)

C.V. = (nca::t-t14ge) x f00
@

4 '5

' l  
ro

B '4

5 ' 4

7 r2

9 1 3

c.v.*

6 ,0

7 '2

9 ,8

(en  B )

6 ' 2

7 1 3

1r ,3

6 1 5

7 '6

11 ,  6

6 1 9

B r l

13 ,9
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LTre seconde preuve de pnécision du test a1ga1 est rnis

en évidence au tableau ll. ùl y ra;æorte les crcefficients de rmria-

tion des qioissances-contrôles cbtenus IDur Ia totatité des divers

éctrantittons testés. O:elque soient les considérations lnranÉtriques

(dénsrbrernent et ATP) et Ia durée des tests CI50 (4 heures, 4 jours

et B jor:rs), ces coefficients de rariation sont assez rrcisins.

I-a reproductibilité Au micr"otest à été confirmée avec

Ie Cr.r# 1rcur des Cf5O-4 jours:

ParanÈtre

dêrpmbrsnent

ATP (URL)

CI50 de Ot{-+
à  l 'essa i  # l

4Br 4ug.L-l

!1, or:g.l-1

CI50 de o'r{+
à l 'essai  #2

44,3ug.L-l

54, Oug.t -l

CI50 de Grr+
à l 'essai  #3

46,4ug.L-I

53, Or:g. t -l

1.3.d Acrçaraison entre les tests micrcplaque et classique lnur les
ârSrês-

Etant donné l'utilisation fréquente du test classique

avec estimation de Ia toxicité CI50 par dérrcmbrement cellulaire, il

était togiqr:e de ocrrçnrer, en prernier lieu, Ies résultats de ce test

avec c€ux dctænus trar l'entrertise du test microplaque pour Ie rnême

pranÈtre. hns cette section, an présente les résultats & toxici-

tê cbtenus en vue de cette oçaraison avec 30 édrantillons ( figure

B): 9 cI50-8 jours cnt étê Aeterminés pour des effltrents industri-

els (f igrure 8:A), 15 CI50-4 jours pour d'autres eff luents indus-

triels (figure g:B) et.6 cI50-4 jours trnr-rr des rnétaux (figrure B:C).
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Ces cl i f férentes CI50 sont rapportées sous forme d'écart  où Ies

valeurs ilférieures et su1Érieures représentent les concentrations

expérinentates les plus voisines de celle ayant pu entraîner une

irùribition de 5O? (exenple, fig:re B:4, effluent No. I, test clas-

sique: CI5FI,56-3,13 v/vt ;  test rnicrcplaque: Ct5È6,30-12 ,5 v/vZ).

A la lunière des résultats présentés à la figrure B, cn oonstate qu'il

existe ure condcrdance relativenrent bonne entre les deux rnéthodes

crcnparées. Tcut d'abord, à fa sec'tion A, cn se rend crompte que les

répcnses toxiques cbÈenues par les deux nÉthodes tgrbent çt'néralelrent

d.ans Ie rnême écart ou dans un écart de toxicité inméaiatement

adjacent, bien que deux résultats fassent exception â cette règIe

(effluents I et 6). Dans la section B, le portrait c.omparatif de

toxicité entre les deux nÉtfiodes est très serdctable â celui crcnstaté

à fa section A. Qr:ant â la section C qui concerne les rnétaux, Ia

ooncrcrdance entre les nÉttroCles s'avère égalenent similaire â celle

observ'ée pcur les efftuents; seuls les écarts de CI50 précisés lrcur

Ie Ni ne se drevauvent trns.

1.3.e 6npar+sql el1lre panmètres pgJr le_tgst argll glsrPla$e

No.rs présentcts rm.i-ntenant, d'une façon simitaire â Ia

précéOente secLionr ure orparaiscn de résultats de toxicité obtenus

lors de tests effectués sur microplaques en fcnction & trois nesures

paranétriqr:es, soit le dérrcrrbrenent cellulaire, I'ATP et I'observa-

tion visuelle. Cette ourparaisqr a été effectuée entre les 3 para-

nËtres â partir de 9 effluents industriels testés pendant 8 jours,
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1l atrtres effluents testés lnndant 4 jours et 6 nétâux testés pndant

4 jours. La fignrre 9 expose les fiourchettes de CI50 obtenues (par

exsrple, sect ion 9:A, eff luent lùo. I ;  1:  dénombrement cel lulaire:

C I 5 O = 6 , 2 5 - 1 2 , 5  v f  v È ;  2 z  A T P :  C I 5 0 = 1 2 , 5 - 2 5  v / v È t  3 :  o b s e r v a t i o n

visuel le:  CI5O{,25-12,5 v/vZ).  En supplément aux pararnètres du

dêrrcmtrenrent c-ellulaire et de I'ATP, I'obserrzation lzisuelle directe

de Ia turbidité des rnicroplaques a été ajoutée à cause de sa grande

sirplicité cqrme rrDyen d'examen prélindnaire lnur situer la toxicité

de divers t149es de prélèvements. EYr crcnsidérant les résultats

présentés à Ia figure 9, on constate une assez bonne concordance

entre les trois paramètres comparés. De fait, tout d'abord à ta

section A, on se rend oorrpte, tout cqnne On I'avait observé dans le

cas des comlnraisons entre les nÉthodes (f igure 8:A),  9uê les

réponses toxiques des trois lnramètres considérés tombent généra-

Iement dans Ie mêrne écare de toxicitê ou dans un écart de toxicité

inrnédiatement adjacent.  On note toutefois,  en six occasions

(effluents l, 3, 6, B, 9 et IO), que les êcarts de toxicité précisés

avec Ie dosage de I'ATP sont un ;nu plus élevés gue ceux déterminés

avec le dénornbrenrent cellulaire. Une constatation artalogue a êté

faite par Tfuhaut et al. (1980), Iesquels qrt ccrçaré ta toxicité du

caùniwn lnur diffêrents pramètres ctrez l'algnre Chlorella rmlgaris.

IIs orrt en effet cbtenu une CI50 plus haute avec I'ÀTP qu'avec Ie

dâurbnsnent cellulaire (respectiverrent 1,50 et 0,6rg.L-f ). IIs ont

egalernent nsrtré gre Ie r,oh-une cellulaire ntyen des algrues augnentait

en fonction de Ia ocrrcentration du cadmium et gue Ia teneur en ATP

d'une algue êtait prognrtionnelle à son r,oluure. Compte tenu de ces

observations, it est lnssible q:e de plus grarxles cellules présentes
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dans des æncentrations inhibitrices de produits testés, tout en

étant noins rrcnù>reuses, prissent IIEISquer I'effet toxiqtre au niræau de

l'ATP de cette fapn. Quarrt au paranêtre de l'observation visuelle

direete des microplagues, oelui<i senble s'accorder aussi bien avec

le dénombrenent cellulaire qu'avec le dosage de l'ÀlP en ce qui

concerne Ies écarts rapportés de CI50. Dans la.  sect ion 98, le

portrait de toxicité interparanÉtrique apparait serblabte à celui

ccnstaté â la section 9A. La concordance interparanÉtrique des

résultats de toxicité exposés â Ia section 9C lnur 6 métaux est

sirnilaire â celle observée trnur les effluents. Dans c-e cas, oII

renÊrque égalenent des valeurs plus éIevées lorsque les écarts de

CI50 scnè eéterminés à pareir des dosages d'ATP plutôt qu'à partir

des dénonbrenents cel lulaires. En général ,  Ies CI50-4 jours

rappdés pcrrr les 6 métaux sont voisines de celles publiées par

Ch iaudan i  e t  V igh i  (1978) ,  Iesque ls  on t  réa l i sé  des  b io tes ts

classiques de coissance de 4 jours avec S. capricornutr-un.

I.3.f pgry5gr:on g$re e"Igg=_pg: le_test +gl! grgryFgg

CcrçIénenta.irenrent à la ocrçaraiscn irrterparalÉerique de

toxicité sur microplaque, ruls a\i)ns considéré Ie facteur durée et

nctrs a\Dns decide de raccq.rrcir celui-ci de quelqr-res icurs à qtrelques

heures afin & vérifier s'il était pæsible de déceler très rapide-

nent la toxicité srr microptaque a\æc un des paranetres expÉrifirentés.

Pcur aela, notre droix s'est porté sur I'ÀCP 4>rès 4 heures du test

car Vasseur et. al. (1981) q.rt nontré la vateur prédictive du dosage
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de l,ATp chez l'algue Ctrlorella vulgaris en comparant les réponses

toxiques olr tenues après 2 eL 6 heures d'exposit ion à di f férents

produits de nature inorganiqr:e et orTEanique'

Nos pnerniers essais de 4 heures sur rnicroplaque ont été

réalisés avec 4 des II effluents irdustriels +ri qrt senzi à l'étude

de ocnçnraison interparanÉtrigue de 4 jours (rrcir figure 9:B et ta-

bleau l2). L'eff luent II  fut choisi à cause de sa forte toxicitê

tandis que les trois autres (effluents 14, I7 eL 2L), I'ont été ae

façon aléatoire. Signalons qu'ici l'irnculun d'algues initial était

de I x 106 cellules.ml-1, ccrqparativqnent à I OOO cellules.ml-I

pour les bioessais de 4 jours. tlcrmis cette exception, les autres

condit ions expérimentales furent inchangées. Les CI5O ont été

déterminées en function des érnissions d'URL des algues exposées; Ia

CI50 de l'effluent 1I a êgalement êté précisée en fonction de la

tener:r d'ATP par standardisation interne. Conune f indiquent les

rêsultats du tableau 12, l 'eff luent 11, ÇIui se révéIait Ie plus

toxique après 96 heures, trErmi les 4 effluents testés, er<ercait déjà

une toxicitê évidente sur les algues aPrès seulement 4 heures '

Mentionrpns aussi que ses raleurs CI5O déterminêes à partir des URL

ou à partir de Ia teneur en AtrP étaient ÇlÊsi semblables (respecti-

vernent 5,4 et 6,2 v/v?| . Quant aux trois autres effluents rnoins

toxiques après 96 heures, iI n'ont nontré aucune toxicité rnesurable

après 4 heures d'exlnsition.
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tilos secrcrds essais de 4 heures sur rnicroplagr:es ont été

fai ts avec deux métaux en solut ion ( tableau 13).  La précocité du

critère ATP pour mesurer une ré1rcnse toxique à très court terme se

confirnrait une fois de plus puisqu'on obtenait des CI50 relativement

basses après c.e bref tenps d'exposition. Ces essais ont eu lieu dans

un milieu AAI'! avec EIIIA et dans un milieu sans EDTA.. Dans Ie cas du

Zn*2, la CI50 n'a14>araissait pas différente en pnésence d'EDIA (ctso=

l65ug.l-I) ou en absence de c-elui-ci (ct50=175u9.L-1). tr revanche,

I'EDTIA avait eu une influence (probablernent ure ccrrplexation) dans le

cas du 6*2, vu que I'on obtenait une CI50 située errtre 2IÇ42Oug.L-L

lorsque I'EDTIA etait absent durant I'exlnsition et wre CI50 de 65Oug.L-1

lorsque I'HIIA êtait présent.

@s divers résu1tats, bien que préliminaires, laissent

entrevoir la trnssibi l i té d'exploiter la mesure de I 'ATP dans des

microtests algaux de courte durée; ceci lnrmettrait de dépister

rapidement les rejets susceptibles de produire des effets nocifs

marqués envers les trnpulations de production végétale primaire des

crours d'eau rrécepter-rs.

I.3.g Etgag g!lt!"!igg

Àvant de tirer des conclusions, nous avons rrculu con-

firner statistiqusnent les principales indications fournies lnr nos

résultats. L'a1præhe adoptêe à cette fin consista, d'une part, à

effectuer une comparaison des valeurs rtoyennes par un test t de
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Student et, d'autre part, en faisant appel à ta régression linéaire,

à étuaier les c.,crrélations entre les méthodes ou les Sraramètres

utilisés. Ces analyses statistiques qrt été faites à partir des CI50

obtenues par interlnlation sur papier graphique ou, lorsque cette

inter lnlat ion n'étai t  pas possible (voir  f in 1.2.c),  à ynrt i r  des

médianes des fourchettes des CI50. Elles ont été ggencées en deux

trnliers, soit:

- l'analyse "jnter-nÉtlrode" entre les CI50 de dénombrements cellu-

Iaires cbtenus avec le test classique et Ie test microplaerre;

I 'analyse "inter'paramètre" entre les CI50 résultant du test

microplaque précisées par dénombrement cellulaire avec celles

précisées trEr nesure de I'ATP (tableau I4).

Pour ces fins ccnçnratives, Ies rraler:rs CI50 ont d'abord

âté transfonÉes en uritês toxiques (IlT = f00/cl50 ) . Ensuite, afin

de mieux respecter Ia rprmalité des distributions, Ies valeurs de

toxicité (tn) qrt êté transfornÉes en urités logarithrniques ( tabteau

rs).

La ccnparaison des valeurs nqennes a étê effectuée en

considêrant séparément les données cbÈenr:es Four 4 jours de biotest,

pour I jotrrs de biotest et pour I'ensemble (tableau 16). Les raleurs

de t n'ont rnis en évidence r.rre différence sigrnificative qr-re lnur deux
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TABLEAU 15. IÂI.;EXJRS IOGARTTTIMIOIJES fES UNITES TO}ctqJES
EI,ffi.OYÉT'S rcUR L'AT{ALYSE STATISTICXJE DES
BIOTESIS AI-GATIX

tiIlon* ( jours)

O ,52
O,34

I
2
3
4
5
6
7
B
9

to

B
B
B
B
B
B
B
I
I
B

r ,92
L ,7O
r ,57
L ,24
L ,14
1 ,05
O,54
0 ,51
0 ,35

1 ,65
1 ,65
1 ,  05
1 ,  05
1 ,05
o ,45
O,75
o ,45

O,96
,,-,-n

I , 28
r ,23
0 ,40

l ,  05
1 ,65
l ,  65
1 ,  35
I , 24
O,45
O,45
O, I7
O ,45
O,45

,r_2'

L , 2 L

oJs

o,75
l ,  6 5
':lt
1 , 0 9
o,L7
0,45

o ,17
O, I7

I I
T2
l3
l4
15
16
L7
18
t9
20
2T
22
23
24
25

4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4

L ,92
I , '17
1 ,07
1 ,05

0 ,89
0 ,81
0 ,65
o r4
O,62
O,57
O,43
0 ,30
o,26

2 ,OO
r ,70
1 ,05
1 ,05
I , 05
I , 05
o ,75
O,75
O,75
O,75
o ,45
O,45
0 ,15
O,  15

2 , I 5
2,2 ' l
O ,94
0 ,96
O,B2
O,82
O,96

o ,74
0 ,85
0 ,68
O,45
o,24
o,25

2 ,O0
2 ,30
1 ,09
1 ,09
o ,79
O,79
I , 09
o ,79
O,79
O,79
O,79
O,49
O, 19
O, 19
O, 19

2 ,L7
t r : t

0 ,89

f ,Oa
o ,72
0 ,38

0 ,70

o:,

2 ,24
1 ,09

o ,79
O,79

I , 09
O,79
0 ,40

o ,79

O,Zq
O,19

* Eclrantillons précités aux figrures I et 9.
A: valeurs calculées à prtir des CI50 déterminées

papier log-probabifiæ.
B: valeurs calcutées à partir des CI50 équivafant

toxicité.

pr intertrnlation sur

aux nÉdianes de I'écart de
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des six comparaisons réalisées entre les données de toxicité de

MPtf* et celles de MPRTP*.

Dr ænclusion, cette lxernière analyse statistique c\cn-

firme que Ie test micrcplague atræorte des résultats sigrnificativenrent

sjmilaires à ceux du test classique et que, Snur Ie. test rnicroplaque,

l 'ut i l isat ion de I 'ATP au l ieu du compte cel lulaire peut donner

parfois des 'u'aleurs de toxicité sigrnificativerrent d.ifférentes et plus

faibles (voir tableaurc 16 et 15).

I{ous avons trnr:rsuivi l'étude statistique entre les deux

nr,êthodes ou les der::c pa.ranÈtres en gocéCant à une analyse & r{7res-

sion linâire. On a calculé les c-oefficients de corrélation (r)

entre chacune des séries présentées plus haut (voir tableau l5). Les

résultats de c-es calculs apparaissent au tableau 17. Gr constate que

Ies rraleurs de r sont toutes suçÉrieures à 0,8 à I'exception de Ia

corréIation l{PlC versus TCDC (B jours, technique A) crl celle-ci est

â1ale à 0,6.

Ia 1résentation grapÈrique de ces données est exPosée à

ta figmre 10. ûr nrte que sur les gratrlhiques lrpntrallt l,QC en fcnc-

tion de TCbC ainsi q,:e MQNI"P en fonction de lmc pour une durée

de 4 jours (techniques À et B), Ia distr ibution des valeurs est

Inr
MPATp: Trest microplaque lnr nesure de I'ATP.
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quelgue peu asyrnétrique, deux points se retrouvant plutôt étoigrnés au

nuage de points. Bien que c€s deux lnints influencent Ie calcul du

ccefficient de corréIation, Ieur lrcsition par rapport aux autres

lnints re rpdifie guère Ia relation linéaire. L'examen gfaphique de

I'enserrù:le des résultats obtenus pour 4 et B jours de biotests nontre

êgalenrent que les relations entre les nÉtlrodes de resure de bioessais

ne sont pas ctnngées par Ia durée d'incubation.

Les équations signif icatives de régression l inéaire

(vo i r  tab leau 17)  pouvant  serv i r  pour  est imer  la  va leur  d 'une

variable par rapport à ule autre, nous avons voulu vérifier si le

nndèle clroisi Y = aX + b est différent ôr nodèle thâ:rique Y = X, ce

qui revient à vérifier si "a" e-st sigrnificativenent différent de 1,0

et si "lc" est significativement différent de zêro. Pour vérifier

cette tq4gothèse, cn calcule les intenralles de confiance (à 958) de

ces lnrarnètres a et b (Nie eÈ aI. , L975).

Ces intenralles de ænfiance sur les pentes (a) et sur

Ies ordonnêes à I'origine (b) sont présentés respectivement aux

tableaux 18 et 19. Dans tous les cas, on observe que Ia valeur

r:nitaire pour la ;ænte eù ta lialeur rmlle por:r I'ordonnée à I'origine

tombent à I ' intérieur des intervalles de confiance à 959. On

cqtstate donc qu'on greut déterminer directement Ia valeur de Y à

partir de Ia valeur de X et ç[re, par ocnsâ4rent, iI Y a concordance

entre les diffêrentes sêries orçnrêes.

r,q
Éf
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Fr crcnclusion, Ia secorde analyse statistigue explicite

gu'il existe r:ne bonne concordance entre les méthodes classique et

microplaque IDur Ie clénombrement cellulaire ai-nsi qr:'entre le c-ompte

cellulaire et la rresure de I'ATP pour Ie test microplaque. Dans les

deux relations étr:diées, Ie niveau de ærrétation linéaire est êlevé,

que I'on ænsidère les tests de 4 jours, de B jours.or.: I'ensenrble des

tests ou que les CI50 soient obrtenues par intergnl-ation grraphique ou

par la rÉdiane de l'ecarC de toxicité.

I.4 Scnnaire

Iæs t:arraux réalisés 1rcur le développement d'un test

algal "microplaque" ont démontré ses divers avantages. Simple,

rapide et pratique au niveau de sa réalisation expérimentale, ce

micrrctest s'avère lnl1rualent, quant au ctroix de la durée de I'expo-

sition toxique et. du paranËtre de nesure de Ia toxicité. Iorsqu'on

Ie compare au test classique, iI y a une bonne c.oncordance des

résultats de toxicité entre les deux rÉtHes lnur des CI50 de 4 ou I

jours lnr dénombrement cellulaire. Une bonne concordance est

egafenent dcservrée après des ôrrées sernblables de biotests entre les

CI5O otrenues par dénombrement celtulaire et celles obtenues trnr

mesure de I'ATP pour Ie test microplaqr:e. L'utilisation d'un micro-

test algal de 4 hetrres, f,aisant ap1æl au dosage de I'ATP ccnme nresure

de toxicité, semble egafernent prcnetterir qnnt à son utilité à nettre

rapidenent en évidence une êcotoxicité flagrrante de rejets liquides

envers le phytoplancton.
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1.5 Perspestive

Itrous sonnes enclins à 1ænser qu'un tel test miniaturisé

offre des ;:erspectives d'avenir pour Ia réatisation de biotests

algaux de iÉpistage dont les résultats lnurront, selon le besoin et

Ia rign:eur reguise, être ensuite confirmés. gnr d'autres bioessais.

Nos travaux sont, assurêment, Ioin d'être curplets, car il existe Ia

possibilité de oonsi<lérer d'autres pranÈtres de mesure de toxicité

en plus de ceux déjà uti l isés. Par exemple, l 'absorbance et Ia

fluorescence, pour lesquels des instrr-unents peuvent effectuer la

Iecture dans les pruits des microplaques, 1ærnrettraient d'automatiser

davantage le rnicrctest et d'éliminer virtuellement tout traitement

ultérieur des données grâce à r-rre interface avec un micro-ordinateur.

tlfin, iI est possible d'appliquer Ia méthode des microplaques à

d'autres bioessais avec d'autres tlæes d'organismes pour évaluer la

qualité ôr milieu aqr-ratique.
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CTfiPITRE 2:

NcÉmæmetIoN DT, PARAI,EIBE ArP TES FrSsoNS mUR É\Au'ER

t'ÉcorcxtcrrÉ s.rgr.ETÀtE
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2.I OTID(TE

Iors de réunions scientifiques réc-entes (Leclerc et Dive,

I9B2t lvlcKay, 1983, Persæne et al., 1984), on a souventes fois sou-

Iigné Ia nécessité de nettre en æuvre des stratégies écotoxicologi-

ques incluant des esptèces indicatrices importantes.pour les évalua-

tions des niveaux létal, sublétal et chronique afin de prévoir les

répercussions des agressions toxiques sur le milieu aquatique. Par

exerq>Ie, I'OCIDE recrcnmande l'application de trois biotests standar-

disés avec algues, daphnies et poissons pour étudier Ies produits

chimiques (OCDE, l9BIa). Au Canada, bien que certains t)Pes d'efflu-

ents irdustriels soient régfernentés cu sutr/eilfes par des bioessais de

létalité aiguë à æur:C t€rme nonnalisés lnur Ia truite arc-en-ciel

(Ervironnement Canada, 198Oa), if y a une carence de nÉthodes de

prévision po-rr préciser les æncentrations d'eaux résiduaires qui ne

présentent pas de danger sublétal.

Ualgré qu'il soit inpératif que des tests de toxicité

létate aig:ë à æurt terrre, æmIE la détermination de la CL5O* chez

les lnissors, soient na.intenus afirr de fanrnir r.ur irdice minimal pour

forrruler des lignes directrices cu trurr s'assurer de la qrformité aes

effluerrts irdustriels aux regfenrents étabtis, aeci rp srstitue que h

togte prenrière étape de resure de prctection environnelnentale. Alors

que les irrdiviôls norts ænstituent un Snramètre facile â nesurer,

precrse.



-78-

tous les survivants des épreuves de toxicité létate sont considérés de

façon erronée ænnre atr4>artenant à u-re seule cat{7orie. tt effet, tous

les survivants n'ont pas un état physiologique identique après une

exposition à u'r agent toxique. Compte tenu de ceci, iI faut avoir

recours à une resure expérimentale 1ærrnettant de nrieux définir I'état

de  santé  rée l  des  surv ivants  de  ce t te  "zone gr ise" .  Les  tes ts

sr:blétaux clu type éttrologique (par exemple, évitement et capacité

natatoire) ont certes une valeur indéniable quant à Ia précision

qu' i ls apportent pour prédire les concentrat ions non bionocives

d 'e f f luen ts  déversês  dans  des  cours  d 'eaux  (Haa i in ico laou,  l9B3;

Ttrellen, 1983). Ces tests, cependant, n'irdiquent pas si Ia réaction

ét t ro log iguê,  face  â  une agress ion  sub lé ta Ie  que lconque,  es t

nêcessairement accompagnée d'un vér i table état de stress chez

I'organisne sounis à l'exlnsition toxique. lbus avons dès lors pensé

çIue I'util isation d'un critère de mesure direct du stress chez le

lnisson serait ue irçortant ccnpfénent d'information s'ajoutant aux

dorurées de létalité aignrë.

Afin de déterminer I'état physiologique d'organismes

divers extrnsés à un stress environnemental, différents trnramètres

biochimigues peuvent être étuaiés. Entre autres, la mesure des

nuclâc'tides adénylates est reccnrnardée à cette fin (xart, t9B0). Leur

présence ubiquiste à f intérieur de toute cellule vivante ainsi que

Ieur particilntion dans Ia ptuparL des réactions anaboliques et

cataboliques en font des ocnçnsés de c}roix (Karl, 1980).
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L'eryIoitation paranÉtrique des adénylates pr:r dénontrer

l'effet d'une quelconque agression tcucique se trou\æ darnntage justi-

fiée par te fait que ceux-ci constituent Ie pool énergétique de la

cellule. Airsi, tor.rte nodification des teneurs individuelles rprrmles

(AI'F, ADP cr: AIP) des nuclâctides adénylates cu de Ia scnne de celles-

ci reflête un changement dans 1'énergie rnétabolique d-isponible au

niveau qellulaire et, fuic,

genent dans les propontions

indicatif d'une répercussion sur Ie plan cel lulaire.  Pour cela, on

des adénylates (CEA), laqr:etle quantifieêtudie la drarge énergétique

I'énergie dispcrrible dans le træI énergétiqr:e cellulaire et est défi-

nie 1nr l'équation srrivante (aUcinson, L977) z

cEA = ArP + L2 ÀDP
ÂFrDPrffit

Généralenent, Les raleurs CEA se raintiennent â I'inté-

rieur d'une plage rrariant entre O,BT et Or94 chez les organisnes non

stressés et, descendent en dessous de ces valeurs en conditions de

stress (Atl<inscn, L977'). Plusieurs études récentes fcnt état ae I'err

ploi de un cu plus des cinq pa::arÈtres (A!æ, ÀDP, ATP, scnme de At{P +

ADP + ÀtrP et. CEA) qu'offirent les rnrelâ:ùides adénylates po,rr détermi-

ner des effets toxiques sublétaux <?rez des organisnes rrariés. Ces

études crrt été Ê.ites avec des bactéries (Karl, 1980; Martin et al.,

f980), ès algn-res (.leanjean, 1976; oanture et al. f9BI, Vasseur et

3!.,  1981, Blaise et aI, 1984), du I@ (Rqrnno et

un nirreau altéré de vitalité. Tout chan-

des nuclâî.ides adénylates est également

e t  a I . ,Darrrras, I9Bl; Fitzrrrater et al., 1983), &s nollusqr:es (Railer

L979;  I ranovic i ,  t9B0) ,  des crustacés (Haya et  a I . ,  l983a) et des
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poissons (Driedzic et HæÏrachka, L976; Jorgensen et Mustafa, I9B0;

MacFarlane, I9Bl; Vetter et Hodscn, I-9B2t Hq,ra et aI., I9B3b).

En ce gui concerne les adénylates ctrez les poissons,

Vetter et Hodsqr (f982) ont sigrralé I'effet de I'h14poxie sur certains

adénylates et sur la CEA dans Ie m:scle blanc de 11 .espèces estuari-

ennes. De fait, leurs données rontrent clairernent que I'hlpoxie

entraîne une diminution de Ia respiration et, subséquerment, une

baisse irçortante de I'ATP dans Ie muscle blanc des poissons. Si

l'hlpoxie produit r:n tel effet, rs:s avons sulpæé ç1r.re, par:ni Ia garnre

d'agents toxiques dans les différents effluents irxlustriels, il y en a

probablenent plusieur-s qui nvent induire une irihibition senblable

des taux d'AfP dans le nuscle blanc de I.a t-ruite. En ctroisissant ce

paxarctre subcellulaire représentatif, ncus a\Dns cherché â nontrer

Ie stress physiologique auquel la trr:ite arc-en-ciel est sormise lors

d'ure oçæition de 96 heures (court terme ) à plusieurs eff luents

industriels. Nous n'a\rcns retenu que I'ATP lnrrni les adénylates

suscelÊibles de révéler un effet de stress chez le poisson car if

fallait assurer, tout d'abord, la réussite nÉthodologique de ce

trarrail e:çérirrentaf. D'autre palt, certaines études suggêrent qr:e

I'âffP put. être aussi sensible (Vetter eL Hodscn , I9B2) et rnêne plus

sensible (nrieazic et. HæÏractrka, L976) +re Ia CEA pour repérer des

corxtitions de stress dans te nuscle blanc chez le poisson. Dans ce

chapitre, ru:rs expccrrs Ia recherche rnétnoaotogique que nous avons

râlisée en vue d'éraluer la qrcentration ô: seuil è stress trmr des
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effluents industriels. fbus irdi+rons les résultats obtenus lors de

ce travail et nous proposons des utilisations et apprications possi-

bles de cette nÉtloae lrur les activités en rapport avec la trxortection

de I'environnenrent.

2.2 t'tatériel et méthodes

2.2.a Eclantlllons

Sept effluents irdustriels ont fait I 'objet de l'étude

présente: cilq de ceux-ci étaient origi-naire de I'irxlustrie des pâtes

et ;rapiers, alors que les deux autres provenaient de technologies

fiees à Ia production chimique (pigrnents de peinture, ;nlymères,

nn:nitions, etc. ) .

2.2.b Frotocole général

Pour préciser Ie seuil de stress ctrez Ia truite arc-en-

ciel, nous avons voulu viser une simplicité nÉtnoaotogique. En

réalisant le bioessai standardisê de toxicité létate aigruë de 96

Ïreures pour déterminer Ia CL50, nous réalisions, concurremment,

l'évaluation du stress car ce sont les survivants du biotest CL50 qui

senrent à nresurer les taux d'AfP.

De plus, rDus avons ctroisi  d 'évaluer I 'ef fet  de stress

dans Ie tissu nusculaire blanc ;n:r les quatre raisons qui suivent:
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d' inportantes fluctuations en æncentrations d,adê-

nylates trEuvent s'y nanifester à cause de Ia nature

active d'un tel tissu oontrairenent, 1x.r e:cenple, à

un tissu adilæux (Vetter et ltodson , L9B2);

(ii) les teneurs d'ATP y sont plus élevées qu,ailleurs

(par exelrple, i1 y a respectivement 1,07 et 7,76

urples AfP.g-l de poids frais dans ]e foie et le

muscle chez les tacons de Salrrp salar selon l{a}a S!

âI ,  1983b) ;  cec i  devra i t  favor iser  une bonne

sensibi l i té de mesure; notons, en plus, que Ie

nn:scle est Ie tissu le plus inportant, sur Ie ptan

qr:antitatif, du nétaUotisme énergétigue (van den

Thil lart et al. ,  19BO);

(iii) la dissection s'avère ptus aisée pour prélever du

tissu nmsculaire que du t issu i l terne; ceci se

révète déterminant car fa rapidité d,exécution est

critique à ætte étape de La procédure afin de ne

IEs æcasionner des npdificatione des teneurs en

ATP;

(iv) la qrstance intær-spécifique des teneurs des adé-

nylates dans le mrscle bfanc est une caractéristi-

que ad f,arrorise ter:r arçrloi en tant qu.jndicateurs

de stress chez les poissons (Vetter et Hodson,

re82 ) .
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de Ia pnocâCure

figrure ll.

nÉttndotogique sont ilécrites de

2 .2 . c Bioessai de to:<igité_1étale gigg

Nous avons utilisé Ia rÉttrode rorrnalisée recurrnandée par

Érvironnenrent Canada (1980a) pour des bioessais statiques de CL50-96

heures avec des alevins de trui te are-en-ciel  (Salmo gairdneri

Richardsqr). Les bioessais ont été effectués dans des contenants

renfenmnt un rplune d'échantillon de 60L et l0 poissons (tailler de

5,O - 7,5 cm, lnids; 1,6 - 4 g) pour draqr:e c\oncentration. L'oxygène

<lissous, Ia tenç:Érature et le pH ont été mesurés à des intervalles

dorurés trDur s'assurer çlue Ia féhlité et le stress êtaient réellement

induits trnr les concentrations de l'effluent et non par ces trois

oararnètres.

2.2.d ltg=ql"_a- geg+ de slrgsg

ltansfert des trnissons

Soixantedouze heures après te iÉbuc du bio-test (CI50-96

heures), une éIection aJ-éatoire de cinq ;nissons est faite dans les

concentrations du bioessai qui n'avaient causé aucune nrcrtalité.

Ctraque poisson est individuellement transféré dans un bécher en

polyéthyfène rigide d'urre capacité de 5L qui contient 2L d'effluent

(ou d'eau-conlrôte) provenant de ctracun des volumes de 60L utilisés

( i )
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pour Ie biotest CL50 aux diverses concentrations sublétales. Ctraque

b,êcher de 5L est en fait trn nodèle Éauit des réservoirs d'essai de

60L et est dotilclé d'un sac de polyéthylène transparent, également

d 'une capac i té  de  5L .  Dans ce  dern ie r ,  i l  y  a  un  cy l indre  en

plastique Vexar (Dupont) à fitet naillé (avec ocuvercle) ænçu pour t)

faci l i ter Ies observat ions des poissons,,  2) reproduire un rni l ieu

aquatique plus sorbre et 1nr conséguent plus réaliste et 3 ) confiner

les poissons. Ctraque réservoir  de 5L est ensuite placé dans des

boîtes ænçnrtinentées dans lesquelles les contrôles de l'aération, de

Ia tençÉrature et fu Êr sont assurés ocnne précâJenment (r,oir 2.2.c).

L'attribution de oorpartiments individuels aux poissons survivants

après 72 heures est essentiette pour élirniner le stress indésirable

qui autrerrent se rmnifesterait lors de la capture séquentielle après

les 96 heures du bioessai CL50. Selon rprtre pnocédure, les poissons

transférés sont effectiverrent sounis au cjtroc du t-ransfert à 72 heures;

ils qrt ce1ændant 24 heures pour récupérer du stress induit par cette

courte naninulation.

(ii) Anesthésie

A Ia fin du biotest C150, on anesthésie ctraqr:e poisson à

l'aide de 3ûnL d'une solution de fOg/L de rÉtlryfsulfonate de tricaîne

(ttlS222, srxloz) introduite dans chaque tÉclrer au rn1len d'une seringue

dont I'extrérnité est prolongée Inr u1 tr:be en ptastique sorple de 6Ocrn

(Tygon). La solution de t4s222 est dispensée quelques centimètres

au-dessus de I'échantillon d'effluent ol de la solution témoin en un
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seul rrDu\Ænent @ntinu de façon â reproduire une averse ou I'effet

d'une chrÉe d'eau. De cette frço., Ies poisscns ne scnt pas perturbés

et scnt en çt'néral anesthésiés en I'espace de 30 à 60 secqrdes.

(iii) Dissection

Envirqr 10ùrg de m:scle blanc dorso-Iatéral scnt préIevés

sur le oôté droit & ctraque ;nisscr. lê Lissu disséqué est irmÉliate-

nuent lavé dans une soluLion physiologique (O,85 I de NaCI), essuyé

brièrrerent, envelo;4É dans une pellicule plastique ,e qrpe Saran ( 5 x

5crn), placé dans une pince â ængétation (instrunrent "freeze{larq>"

selon les spécifications du Dr Vinay, Tipal Instrunents Ltd., Montré-

aI) refroidie au préatalte â -t90'C au noyen d'azcÈe liqr:ide et sq:mis

à ure pressior d'envirqr fOOkg/crr2. To.rt ce trarail est effectué en

généraf en 60 * 10 secondes. Tcus les tissus de trnisson traités de

cette façon scnt ensuite terpcrairenent entrepæés dans un récipient

Dsrar & 2L æntenant de I'azcÈe liquide.

(iv) Broyage des tissus

Chaque éclrantillqr

r:ne fine pcudre â I'aide d'un

gardés qlstament dans r-ur bin

afusi crgelé est ensuite trr-rtvérisé en

nortier et d'un pilon en porcelaine

d'azcÈe liquide.
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(v) Mesure du poids des tissus et extracLion de I'ATP

Graque échantillon de rn:scle pulvérisé est introduit par

Ia suite dans r:n tube à centrifugation de polystyrène (Corning) stérile

de 15rnl préatanlenrent 1æsé (balance lr4ettler AE 160) avec 2mL de DMSO*

(pureté de 99,88) pour l 'extraction de I'ATP. Chaque tube est ensuite

agité au vortex trændant 15 s et psé de rouveau: on chrt.ient alors, par

différence, le lnids frais en ng de muscle blanc qui sera soumj-s au

dosage. On rajoute ensuite 8mL de tanpon MOPS** à chaque tube. Tous

Ies tubes sont capuchonnés, agités Snndant 20 s et entreposés dans un

congélateur (-20'C) lorsque les dosages d'ATP ne peuvent trns être

effectués Ie rnênre jo.rr. lbtons que les gxolnrLions de D,ISO et de tarçon

llOpS utilisées lnrr I'extraction de I'ATP des t:uites sont tes rÉnes qr:e

celles ragnrtées trEr Jakr:bczak et Leclerc (f980) pour I'extraction de

l'ATP bactérien.

(vi) nosage de I'ATP

Les émissions de photons (unités relatives de lumière =

URL) ont été nesurées avee ur lwnirsêtre lrrnac /3M (Bio-ccnpteur lodèIe

I-{20f0). ltous les réactifs et Ie mtériel Écessaire trnur déterminer les

URL et trn:r effectuer Ie dosage de l'ÀTP prcnriennent de la firme Lumac

(Réactif LÀrrÉt PM tuciférase-hciférine, tanq>on Lumit, étalons d'ATP,

* fûtSO: DirÉthylsulfoxlnle
** Le taryon I'OPS contient du 4-morphotinopropylsulfonate à 0,2t, du

NaCFI à O,O3t et du tæO4 à 0,0O6t: I',ajustenent du FÉI est à 7,4.
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Iumacuvettes).  Le crcntenu du mélange d'extract ion pré-décri t  à la

sectiqr (v) est, si nécessire, décongelé et ensuite centrifugé pendant 20

minutes à I 9009 (centrifugeuse Damon/IEc, modèIe HN S II). Afin de

réduire au rnaximum Ie "quenching" et de situer les rnesures dans un

interval le d'URL sans artéfact (entre 500 et 5 000 URL), le nÉIange

d'extraction est dilué deux fois de suite pour donner un nÉIange de

dosage destiné à Ia lurninorÉtrie, tel qu'indiqué citessous.

Dilution de 200 500x nernnt à Ia rresure lunrincrrÉtriqr:e

MéIange
ffiction

Tissus (* trg)
D.,ISO (2mL)
t'tOPS (erù,)

vtétange
intéffiire

tutéIange d'e:rtrac-
tion (25uL)
[,l)PS lûnl,

lvtélange inter-
nÉliaire (2OuL)
Tanqnn A (20tuL)*

IrrmirsrÉtrie**

Àddition de IOOUL
de râactif trnrÉt
PM eL intâ3ration
en node pic ô:rant
IOs.

* Tanqror A; talçon hrnit avec I0 rIqKCI.
** La perte d'AIP toute La dilution n'excède pas 5E conune nous

I'avcns verifié en ajotrtant des concentrations connues d'ATP à des
nÉlanges d' extraction.

Les nesures d'URL ont été effectuées en d.rplicata à partir ùl

nÉlange d'e:rtraction de <haque tissu étudié. Iorsgue l'écart entre les

deux nesures d'URL était sr:çérieur à IOt, rrr troisiàne échantillon était

arnlysé pour valider I'une des deux nesures enregistrées. Qrand le

dosage de I'ATP étai-t fait onre tel, on utilisa la technique de stan-

dardisation interne (suttetin de la firme Lumac sur Ia standardisation

interne et roir I .2.d).
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(vii) Traitenrent des dorurées

Les URL ont été r:apportées en URL.mg-I 6" trnids frais de

muscle blanc et leurs valer:rs ctrez les lrcissons exlrcsés aux effluents

ont été ccnparées à celles des lnissons-crontrôles sur tne base de pour-

centages. Iors de ces calculs, rnus avons déterminé.Ies écarLs-t1pe de

ces pourcentages. De cette façcn, Lrle ænc.entraticn minirmle de stress

(o4s) a été estirrée trnr:r chaque échantillon d'effluent étudié; lorsque

Ia OtS ne lnuvait être atteinte, rpus avons r:aplnrté ure raleur irdéter-

mj-née, soit @tS ptus lntite o: ptus grande qu'une æncentration dmnee.

La O4S était ocnparee à la ra.leur ærrespondante de la Ct 50 et les

ral4nrts C[,sO/CIi,tS ont été calculés. Quand Ie dosage de I'AIP fut

réalisé pr standardisatisr interne, sa teneur fi:t. exprimée en urole

d'ATP.g-l de rruscle. L'exenç>le suivant tr=rnet de suirre Ie cheminenent

de ce calcul:

Données eq:Érinentales

URL (ecl'rantillqr) z 4922
URL (echantillcn + I0-3ug ATP): 11605
Poids ôr mrscle dans le
nÉlange d'sct-ractiqr : 53,3ng
Poids notécrrlaire de l'AfP t 507,2
Facteur de dilutiqr fu nÉ-
lange de &sage en fonctior
du nÉlange d'e:rb:action : 20O 5@X

a) Foids du m,:scle dosé

(53,3 x f0-3)g = 2,7 x 1O-7g-zm"-rr-

b) Relatiqr (ÀIP)Âru selqr starrCardisation interne

, tO-fug ATP = 1,5 x t0-7ug ATP.URL-I
(1I 605 - 4922)'unr,

' :  r t l
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c) (ÀTP) dans l'échantillon

1,5 x IO-7ug ATP x 4922 lIN.
T]RL

d) (ATP) en ug.g-l de rn:scle

= 7,36 x 1O-4ug AT'P

7.36 x fO-fug ÀTP = 2 727,76ug AIP.çI
2, '7  x  l0- /g

e) unole d'ATP.g-l de nuscle

,w= 5,4wrole ÀfP.rl

2.3 Résultats et disctrssion

2.3 .a  Yé . ifications préatabtes_peg.r_ r3_lg=gr= $e_r_$r

Pcur vérifier la relation entre le poids du nmscle et les

URL, r.ute exg:érience a été f,aite avec dix-huit trrcissons-contrôles dont

les trnids fi:ais de tissu nusculaire variaient de 14,5 à 40,3n9. La

relation poids (ng) \ærsus URL est illustrée à la figrure 12:À; celle-ci

rrcntre çnre 1'À5P est exLrait selon r:n rerrdenent identique indépendant d:

poiôs de ru.rscle dosé. Nous avons répété c-ette expérience avec dix

autres gnisscrs-contrôles en rrariant darrarrtage Ie poids de nmscle dosé

(de I5 ,8 à 96,3m9).  La re la t ion ln ids (mg) versus URL se t rouve

reconfirnÉer GrrE la drârontre Ia figrure L2zB. Les résultats de ces

deux prenrières exlÉriences irdiquaient &nc la fiahilité des techniques

d'extraction et. de fuage retenues ;n:r qtrarrtifier I'émission lurnineuse

d'ATP du tissu nuseulaire. Rappelons ici qu'il existe un facteur de

dilution inportant (=200 5O0x) entre le mélange d'extraction et le

méIange du dosage af in  de pouvoi r  réa l iser  les mesures d 'URL à

I'intérieur d'une fqrrchette apropriée (rrcir 2.2.d vi). Ce facteur de
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dilutj-on présente sans doute l,avantage

"quenching" lnur la réacLion lumineuse.

Iumière émise vs poids (*g) est très

récapitulatif statistique suir,ant:

d 'él iminer vir tuel lement tout

Fr réswÉ, Ia linéarité entre

forte, ainsi  que I ' indique le

(f igure 12:A)
(f igrure 12:B)

0 ,939
0,980

0 ,88
o ,96

LO,96
1 3 , 8 2

99,92
99,92

Pqrr les deux expÉriences décrites â ta section précâlente,

nous a\Dns égafenent ébbfi les teneurs d'ATP du tissu nn:sculaire en

unple AfP.grI trnr starrlard.isation interne. II ncus est atrX)aru qæorgun

d'effectuer une orçnraisqr entre les URL.rg-l et les uuroles d,AÎ'p.g-l

Pour Ie mrscle blanc en vue d'éviter de recourir à la standardisation

interne afh de calculer res teneurs exactes d,Afp. De ætte f,açon, crr

sitçlifierait les rnanipulat.ions expérirentales liées au dosage des

préIèverents et, cn bénéficierait d'ure économie inportante du réactif

enafinatique Lrmrit. L€s droites de régression linéaire obtenues pour

cette orçnraison se trourrent illustrées à ta figl:re I2:C et' D, l,aquelle

reÈ bien en évidence la relation scistânt entJe les données æmlnrées.

L€ bilan statistique suirnrrt ænfinre, d'ailleurs, la relation existant

entre la lumière émise eçrirÉe en URL.ng-l et le &sage & I,Àfp oçri-

mé en urole ÀfP.gl3
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on rermrque âTalenrent que les intenralles de confiance à

95g (figrure 12:C et D) nontrent Ia précision et Ia fiabilité ae la

prédiction des valeurs d'ÀIP à partir des rapponts Unf .ng-l. Par e<enr

ple, à un tel niveau de oonfiance, r:ne valeur de I4O URL.ng-l se tra-

duit en une raleur ÀfP coq>rise entre 4,30 et 5,21 unrcle Àf,P.9-l en ce

qui æncerne la figure L2zC.

Ces divers résultats rpus pernettaient de prccéier direc-

tenent à Ia mise en évidence d'un stress ctrez ta truite â partir des

rapporLs LJRL.ng-I.

2.3.b Précrsron et_"reproducLibilité" e"-f= geguge-dg I'lE

A l'aide d'une seule exlÉrience, on a trrr s'assurer de la

précision et la "reproductibilité" de ta nÉttroae de nesure de I'AfP ert

les évaluant à trnrtir de sous-échantillons de tissu musculaire

entreposés â -20"C pendant des durées différentes. La précision

ressort lorsqu'on e:<amine les æefficients de variation cbtenus 4ri se

situerrt. entre O,9 eL 7,9? (tafleau 2O). II y a stabilité de I'ATP

dans les nÉlanges d'ertraetion entreposés à -20'C Pour une pÉriode

d'au nrcins 37 jours car les dosages réalisés aux jours 0, L2 eL 37

(f igure 12:C)
( figrure 12:D)

o,969
o,926

99,92
99,92
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pour les cinq lnissons analysés ne présentaient 1ns de différences

sigrrificatives (test t pairé avec 958 de probabilité). En plus de

nous irdiguer I'avantage de ne pas avoir â réatiser la nesure de l'Af,P

Ia icurnée nêne de son extraction, cette crcnstatation de stabilité

ténoigrne de Ia "reproductibilité" de Ia nÉtnoae.

2.3.c @çaraison des teneurs d'ÀlP ô: nuscle cbrtenues
ârc--en+TeÏ âvec-ce IIed ë' âuErEs fris-sorrs-

ctrez la t:rrite

En tout, 36 poissors--contrôles qrt servi pour le calcul

des teneurs en ÀfP (urple.grl) présentes dans le tissu nusculaire blanc

chez l-a t:uite arc-en-ciel. Le bilan statistique se ralæortant à ces

données est détaillé ci-après:

Poissqrs testé*Moyenne Ecart-tlpe Valeurs ortrânes \âleurs extrêmes C.V.3-@@-

6 ,52 0 r 9 5 ,6  7  , 4  5 ,0  8 ,5 13,Bt36

I . Voir figtures I2:C (n=18)- l2:Oln=IO) et T3:A'(n=@5

2.
3 .

au jour 0).
Teneurs d'ÂsP en rrole.g-l ae mrscle btanc'
Cæfficient de rariatiar en ;u:rcentage.

llous avons voulu vérifier Ia représentativité de ces

dqnrtâes cbtenues gnrr le nuscle blanc chez Ia truite are-en-ciel en

les oçnrant arnec ælles rapportées trnur d'autres espèces ichthy-

erures. À cette fin, nous présentons un sonmaire des principales

dqrrées dtrrt fait état ta l:lttér-ature â æ sujet:



C)4prinus
Gær

Espèce(s) étudiée(s)

carpio

Salnp salar
1 sallrro,nÏ-e--I' at lan-
tique)

Gadus norhua
l6EeT-

Platichtiys flesus
Tp-Ëe 

-

11 eslËces de ;rcissors
d'estuaires

Salvelinus fontinalis
@

Carassius auratus
@
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urple ATP.g-l

4, r2

7 ,76
(nd)

5 ,34

4 ,63

3 ,g r  à  6 ,59

6 ,05  +  O ,32
(n=10)

5 ,46  +  0 ,56
(n=.a)

Rernarques

tâcons avec
poids royen
de 32,7 g

lnissons de
4-Ilcnr

poj-ssons ac-cli-
natés 10 senai-
nes à 24oc

;nissors accli-
matés 2 nois
à 2o'c (lnids:
l l 8  +  I4 ,5  g )

Références

Driedzic eL He
ctnchka, L976.

Haya et aI, 1983b.

Jqres et I'{:rray,
1960.

Jorgensen et M:s-
tafa, 1980.

Vetter et Hodson,
T982.

l{alestty et Jchn-
stry1, 1980.

Van den Ttr-illarL,
1980.

On constate que les tgreurs que nous avons obtenues 1rcur le

muscle blanc drez la tnrite arc-en-ciel se retrouvent â f intérieur de

Ia plage de valeurs rapportée dans la littérature pour un tissu iden-

tique chez des eslËces ictrtlryeru:es différentes. PIus précisément, nos

données se ratrærochent darrarrtage de aelles précisées pour des espèces

dqrt I'activité natatoire est élevée (par exerçIe: 7,76 chez Salmo

salar selqr Haya et aI., I983b; 6,59 chez peprilus alipidotus selon

Vetter et. Ilodscn, L982 et 6,05 chez Salvelinus fqrtirlal-is selon Walesby

et Jchnston, I98O). ÀIcus en ænclucns fuic que les teneurs rapportées

pour la tJuite arc-en-ciel sqrt représentatives en fonction de celles

existant dans ta littérature. Ceci est égalenenÈ un argunent d'appui

sulpténrentaire trnrr la ralid.ité de fa proc€aure oçéri-nr=ntale dérzefçÉe

à cette fin.
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2.3.d $-""_"* évidence du stress ATP causé 1nr des effluents industriels

La figrur.e 13 iltustre le stress causé au niveau de I'ATP ctrez

des gnissons expcés à des æncentrations sublétales de sept échantil-

lons d'effluents industriels pendant une période de 96 heures. Les

valeurs aéterminées an plages de CL5O et de @LS y sont indiquées pour

fins de æq:araison. Signalons tout d'abord çIue I'erçIoi du rapport

URL.ngI ou de la nesure de I'ÀgP en uro1e.g-l dorune t:rre répose è

stress virtuellenent identique (fign-rre I3:A et. A'), ce qui ærrfirre la re-

Iation uRL.ng-t vs urole ArP.g-I nr-ise en évidence plus tôt (voir 2'3'a)'

Lors de l'expérinrentation, différentes réactions ont été observées

allarrt d'une absence de stress (figrure I3:F) jusqu'à l'obtention d'un

seuil de stress t:ès éIevé (figrure I3:A, CI\ûS <0,168). Entre ces deux

extrênes, iI y a &s réactions internÉdiaires (figrures I3:E, 13:D, I3:G,

I3:C et 13:8, trnr or,dre cr:oissant de stress). Ilans qr:atre cas, l-e seuil

de stress n'a pas été atteint aux concentrations sublétales étudiées

( f igure 13:4,  B,  D et  G) .  Rernarquons auss i  q , r 'à  Ia  f igure 13:8,

certains ildividus recouperrt l-a zsre-<ontrôIe et. que d'autres restent à

I 'extér ieur  de ce l le-c i .  A ins i ,  Ies groupes de poissons (n=5)  à

certaines srcent-rations ne sont pas sigrnificativenent différents du

groq)e€rtJôIe bien çgre certai:'rs ildividus plus susceptibles le soient

(par exerçLez 2lnisscrs sur 5 â Se v/v* et 3 trnissons sur 5 à 42 v/vt).

Ceci irdiqr:e qu'un stress est toujours présent à c-es concentrations si

l'qr tient oûpte de ætte rrariation i:ntranncupe.
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La ptus forte râlucLion dans les teneurs d'ATP de lnis-

sons stressés a été obtenue avec un effluent de pâtes et lnpiers

(fign:re I3:A) à Ia concentration O,3 v/vg où I'cn cbserrre jusqu'à 628

de rroins d'ATP dans les lnissons par rapport aux ;nissons-contrôles '

Cette râiuction s'approche vraiserrùclablement du seuil de viabilité.

frr effet, Vetter e.t lbdson (IgB2), lors d'expériences en condition

d,h1Tnxie avec cinq esp,èces d'estuaires, cnt rapporté des baisses en

tener:rs d'ATP atteignant 72?. II est lrobable qu'wre tetle réduction

extrême soit  reprêsentat ive du seuit  de viabi f i té des espèces

étudiées car, selon ces dtercheurs, cerLains lnissons ainsi affectés

e:dribaient des taux de ventilation r:apide, une perte d'équitibre et

mêne de ænscience. tik)us n'avons 1ns ceperrdant observé de symptômes

sernblables parmi les lnissons ç1li crrt senri à rps expérienc'es'

Les données de CL5O et de CùÂS pur les sept échantillons

d'effluents étudiés cnt ét.é converties en unités toxiques (UT=IQQ$

divisé trnr les raleurs res;:ectives de CL5O et de QvtS) eù ces dernières

sont prêsentées sous forne de "pyramide de stress" IDur faciliter Ia

visualisation des résultats (figure fA). I1 est intéressant de noter

que les rapports entre unités toxiques subtétales et létales ont

tendance à augrnenter de f,açon narquée à nresure qrle h toxicité létale

augnEnte. @ci révèIe I'fuportance de l'aspect sublétal qu'il faut

considérer lors de l'êvaluation des effluents irdustriels'
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Certains travaux récents (Kenaga, L982t Stooff et Gnton,

1983),  d 'ai l leurs, ont cherché à mettre en évidence des relat ions

entre les rélnnses de toxicité aiguë et chronique de divers orrganisnes

dans Ie b:t de préciser la valeur prédictive des biotests à c.ourt

te rme pour  s i tuer  un  seu i l  cor respondant  de  sub lé ta1 i té  ou  de

chron ic i té .  L 'é tude de  Kenaga (1982) ,  où  84  produ i ts  ch imiques

(nétaux, 1æsticides et autres produits organiques) firrent bioanalysés

avec 1I espèces aquat iques, révéIa, entre autres, I ' information

suirzante:

les  rappor ts  de  tox ic i té  chron ique/ tox ic i té  a iguë (TC/TA)

présentaient trre plage rzariant de I à 18 0O0;

. 868 des r:atrports rc/m, étaient inférieurs à 100;

les ratrports rc/TA inter-espèces, pour ta plupart des produits

testés, re diffêraient IES IEr plus d'r:n orrlre de grardeur;

. Ies r:atr4nrts \C/TA étaient inférieurs à 25 pour 93t des produits

chimiques organiqr:es, autres qrre les 1æsticides: or çréconise donc

un f,acteur < 25 afin de prédi-re la toxicité chronique de ces crcm-

posés à p::tir de fa toxicité aiErë.

Slooff €t. Canton (1983), dans leur étude oqnrative de 126 paires de

dqrrées de toxicité aigruë et chroniçIue pour des daptrnies et des pois-

sons, qcnfirnÈrent Ia ænstatation de Kernga (L982) à f'effet que les lc\
.Â62.1

I

(



-r02-

ralæorts TC/TA étaient inférieurs

unités toxiques sublétale et létate

varient de f à ) 35 (fi$rre 14) er

rc/fA ragporLés 1nr Kenaga (1982) et

à I00. tbs rapports entre les

pour les sept effluents étuaiés

se situent donc dans les plages

Slooff et Canton (f9æ).

Nous avons en plus effectué une rrégression linéaire de

nos données en ænparant les rzaleurs foglO (Ur srblétales) aux vaJ-eurs

1o910 (ur rétales). A cette fin, nous avons carcuré des rncyennes à

partir des raleurs exlnsées à ta figure 14 (par e:<enple, ur subrétales

pour l 'eff luent È(3,I + 4,2)22 = 3,65, soit 0,56 en 1ogl0; t ] I  létales

de l 'effruent Èr,5, soit 0,18 en toglO; ur sublétales de l,effruent

c=r00, soit 2,0 en roglo). La rinéarité obtenue est irtustrée à l-a

figrure f5 qui montre une très forte crcrrélation, laquelle ressort

aussi dans Ie râ=pitulalif statistique ci-après:

v2 r kcbabitiré

0,948 0,90 6,65 99z

rr est donc possible de prédire des seuirs de stress

ttréoniques Inrr des effluents industriels à trnrtir de leur valeur

cL50. cette prâtiction d'un seuir de stress pour le poisson est

manifestenent d'intérêt en vue de ra protection de l,environnement

aquatique sujeÈ à recevoir divers volumes d'eaux résiduaires. Hl

effet, alors çlue I'on agglique bien souvent des facteurs de sécurité
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subjectifs (i.e. Cl5o/valeur arbitrairerent ctroisie) poqr prédire des

concentrations "sans danger" à partir d'une æncentration de toxicité

Iétale aiElë (Sr:ag:e, 197I), Ia ærrélation suggérée par l,équation

de régression établie errtre les raleurs CL5O et @tS offre une alterna-

tive plus réariste à prédire effectivement de tels seuils pour res

effluents.

Dans cette cptique, rDs doru'rées (figure 15) cnt été com-

parées avec celles des t-ravaux de Mcleay eE Hcnrard (Lg77). Ces ctrer-

cheurs qrt étudié les toxicités 1étale aig:ë (q,SO-gO heures ) et sub-

tétare aig:ë (7 différents pranÈtres) d'un effruent de fabrique de

papier kraft branchi envers de jeunes saunpns coho (oncorhlmchus

kisutdr). Les princitrnux rrésuttats de ces tmrraux scnt les suirrants:

paranÈtre éc€'toxique nâsultat

1 .

2 . '

toxicité_lÉFlg gige (cL5O-96 heures)

torigité_*Frétare ai-q$ (cIsO* )

2.L augrrentation du taux & glyémie

2.2 diminutiqr du rrcnbre & globrles rcnrges

2.3 d.iminutiqr ôr rsrbre de globules blancs

2.4 abaisseîent ôr eeuil citique cbs terpé-
ratures naxirrales perneùtant la srnrie des
poisscns

15,8 v/vt

0,04 cL50

0,6 cL50

o,1 cL5O

o,3 cL50
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pararÈtre écotoxique

2.5 râluctiqr de I'oqgàe consofirné:
essais râalisés avec de forLes
densités de lnisson trnr vclr.ne de
solution d'essai

2.6 râluction de I'oxygàne Gcnscrruné:
essais réalisés avec de faibles
densités de lnisson IEr rrcIunre de
solutiar d'essai

2.7 affaiblissenent de calncité natatoire

* On calcule d'abord Ia CI50 pour cl^raque paranètre
résultat est ensuite exprimé en ra.leur décimale
CL50 de l'effluent (tUcf-eay et Ff:rvrnrd, 1977).

résu]tat

0,9 cL50

0,4 cL50

0,5cL50

sublétal :  chaque
en fonction de Ia

Si I 'on calcule Ia SIS à I 'aide de notre équation de

rég ress ion  ( f i gu re  15 )  â  pa r t i r  de  l a  CL50  de  15 ,B  v / vÈ  pou r

l'effluent étudié 1nr lr4cr.eay et H:raard (1977), nous obtenons une cvts

âlare à 0, 13 cL50. cerle-ci se situe dâns ],a fiourchette des vareurs

sublétales (0,O4 à 0,9 CL50) ratrportées par ces auteurs; de p1us, elle

s'avère inférieure à 5 de ces 7 paramètres. ces constatations

sourignent que les seuils de subrétarité mis en évidence pour ra

truite arc-en-ciel à partir de I'ATP sont représentatifs.

De 1975 à 1978, nous avons évalué la toxicité tétate

aiguë de 194 effluerrts irdustriels de Ia province de Québec avec Ia

truite arc-en-ciel. rl est intéressant d'extraire de ce bilan bio-

arrarytiqr:e (Legaurt, L979) res valeurs extrêmes de toxicité tétate

aiguë trnur cltracun des secteurs irdustriels qrsidérés et de calculer

res vareurs crorrespondantes de cMS à I 'a ide de l 'équat ion de

r{3rressior:
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Secteur industriel Ncrrbre d'effluents
evalues

Valeur extrêrne
@s
@)

Alirrentaire

chirnique

minier

pâtes et lnpiers

textiles

raffineries

48

36

57

33

tt

9-ïr

200

200

ro0

lo0

50

2 r 6

lB7

187

98,7

9 8 , 7

52,3

3 r 5

Ce lnrtrait des rapports entre unités toxiques sublétales

et létales soutient çSre I'qr retrouve les O4S à wre ænc€ntration 50 à

200 fois inférieure à Ia rateur de Ia CLSO pcn:r les effluents indus-

triels exhibant une flagrante nocivité tétale. ces effruents de-

vraient donc êCre ænsidérablenent dilués si I'qr ræut éviter un effet

de stress envers les truites. Les comlnraisons entre les toxicitês

clrronique et rétare de Kenaga (1982) et srooff et canton (1983),

effectuées trDur des classes de produits ctùrnigues (rrcir ptus haut), ne

;:euvent être arFriquées qu'avec prr:dence à rps constatations portant

sur la rraleur préaiccirre de seuits de stress à trnrtir de données de

retalité aiguë lnur des effruents. En effet, à npins d'être assuré

que les effets éao'toxiques æcasisrnant la létafité et :a sublétalité

sont iderrtiÇ$res (ce !['i est le cas pour un ocrçosé ctrimiqr:e nais n'est

pas êvident por:r des effluents ocnplexes), r-rre prâliction d'un seuil

de stress à part ir d'un résurtat de létal i tê reste, à un certain



degré, aléatoire (tùarner,

telle prâliction ænstitue

situer un seuil relatif de
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L9æ). Napbstant crette ænsidération, une

une solrrce d'information valable afin de

toxicité sublétate aiWë pour Ie lnisson.

2.3.e g$Égfe$g du stress A'liP sur Ie plan environnenental

Afin de mieux ocnprendre la représentativité écologique

des (}iS, une expérience a été rnenée en exposant, à deux conposés

toxiques, des lnissons stressés st d'autres rpn st-ressés. Les détails

et les résurtats de cette expÉrience figurent au tabreau 21. Après 48

heures d'e:<position au O:# et au LSS, Ie lrcurcentage de rncrtalité

était plus éIevé chez les lrcissons qui avaient séjourné dans une

cqtcentration sublétate d'effluent que ctrez les lnissonci rnn st:essés.

Les résultats de cette exlÉrience prouvent Ia plus grrande vulnérabi-

lité des lnissons stressés lorsqu'ils sont exposés â des toxiques

su1plérrentaires.

2.4 Scnnai-re

L'utilisatiqr d'indicateurs biochimiques peut s'avérer

profitable Imr dénontrer des perturbations sublétales ctrez divers

organisnes e:posés â aes qrditions adrrerses. Dans ce cadrer orr peut

e:çIoiter les nuclâ:tides adénylates, ce qui nous a amenés à déve-

lopper r:ne procédure e:qrrirrentale po:r détecter Ie stress ÀTp à court

tenûs (96 heures) drez l,a truite arc-en-ciel exposée â des concen-

trations sublétales d'effluents industriels. La rnétàode d'extraction
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de I 'ATP du nn:scle blanc des truites est relativement simple à

errtreprerdre et fiable. Les teneurs en ÀtrP que I'on retrotrve dans le

tissu m:scr:laire de la truite arc--en<iel (I = 6,5 unole ÀtrP.grl) se

conçnrent aræc c-elles ftrpportées dans Ia tittérature pour d'autres

espÈces ichthyennes dont I'activité ratatoire est similaire (de 6,05 à

7,76 tttoLe ATP.9I). Ceci tend à ænfirnrer l'a@uation du rendenent

de notre technique au DI{SO pour extraire I'ATP du nn-rscle blanc.

Dirærs degrés de stress ATP ont été observés en présence de sept

effluents ildustriels et les valeurs représentatives d'un seuil de

stress sublétat (CMs=concentration mininale de stress ) ont été

conparées aux rraleurs de létalité aiguë (cL50) correspondantes. En

générat, les résultats cnt i:rdiqué que plus la toxicité létale d'un

efflusrt est forte, plus sa CMS est élevée; ceci soutient que I'on

peut prÉlire une q'{S à partir des données CL50 pour des effluents

industriels.

2.5 Perspective

Ce travail nous porte â croire qr.re les dosages d'ATP

peu\ænt être r:titisés panr sigrrater des effets sublétaux d'effluents

sur les gnisscns et dcrrc pronou',oir La protecticrr enwir.onnementale en

estinant des æncentrations sans danger pour tes différentes eaux

résiduelles. Nous croyons que ce genre de nÉthodes a plusieurs

applications utiles pæsibles (tableau 22) pottr repanare aux intérêts

environnenentaux dr: gourærnenent et. de l'irdustrie.
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TABLEAU 22. ÀPPLTCÀTIONS rcSSIRT.FS DFJS TESIS
DE srREss aofuwranm

détermination des seuils de stress ctrez le lnisson à oourt, ncD/en cu

Iong terne lnur diverses substances altéragènes (produits purs,

effluents) afin de oqrraître leur impact potentiel vis à vis des

eaux récepLrices;

expÉriences d'intoxicatiqr additive (exposition simple et multiple

de produits ctrimiques et d'effluents à des onganisrnes) pour évaluer

Ie synergisnrg, l'antagonisme, etc., afin de rnieux comprendre les

nrécanisnes d'actions toxiques et de mieux ;révoir les dangers pour

I'envirqrnement;

applications d'un test semblable à divers types d'organismes

représentatifs des différents niveaux tro$riques du milieu aqr:atique

en utilisant les pranÈtres dénylates trDur érraluer l'état de santé

général des pp,rlations de l'écosystèrre aqrntiq,t";

atrplication à des êtudes de terrain æmIE cutil d'éval:ation trnur ur

réseau de "biomonitoring" en \ re de détecter précocement des

prcblàres trntentiels de qrtamination.
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CTTAPITRE 3:

COI"IPARATSOÈT DE IÀ SEITSIBILIIÉ TT TROIS BIOESSAIS O'ÉCOTO>CICTTÉ
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3.1 Contexle

PLusieurs règtenents rprnntifs ont été institués afin

d'assurer trne quarité d'eau résiduaire acc.eptable pour divers procé_

dés industriels, notamment pour ceux de l,industrie des IÉtes et

papiers (Environnement Canada, l97l  et  Ig72).  p.r"  le cadre de

travaux de sunreillance relative â ces règtenrents faisant appel aux

bioanalyses avec la truite, il rrcus a IEru intéressant d'ajouter une

dimension nurtti-trophique en y greffant deux autres tlpes de bio_

tests. tÈs res débuts de ces travaux ær 1976, nous avons adjoint un

test avec algnres aux essais ichthyens, et, prus tard en l9BO, ir fut

possible de réaliser, en paralrèle, un test bactérien lorsque le

systènre Microtox (ccnqpagnie Beclgnan, u.s.A.), exptoitant les propri-

étés bioluninescentes d.e photobacteriun phosptroreum, fut crcnunercia-

lecnent distrnnible. L'intérêt d'effectuer ces deux bioessais sup-

pl&rentaires était basé sur les deux questions suivantes:

' quelle est Ia sensibilité relative des trois biotests r:tilisés lnur

dârontrer la toxicité des ear::< ésiduaires des fabriques de 1Étes

et lnpiers?

. des bioessais rapides et/ou noins onéreux (tests ',Microtox,, et

"algues") qre le biotest règlarentaire (test avec trrite) peuvent-

ils servir de tests de &foistage ( "screening,') pour ae dernier, se

substituer à qelui-ci et/ou enrichir re portrait écotoxique d,un

rejet à 1,étude?
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En I9BI ,  I ' i ndus t r ie  des  pâ tes  e t  pap ie rs  compta i t

guelgues I5O usines à travers le Canada (dont 55 étaient situées au

Québec),  procurai t  83 0O0 emplois et at teignait  une product ion

annuelle d'environ 12 milliarrils <le dollars, ce qui s'avère capital

pour I'éconcrnie canadienne (Environnenrent G,nada, f9B4). Malgré que

des fonds importants (plus de 660 mil l ions de dol lars durant la

1Ériode 1969 - 1980) aient êté consacrés à Ia délnllution des rejets

de cette industrie, Ie rsnbre d'usines conformes aux normes physico-

chirniques et toxique établies par la règlementation reste encore

minoritaire (Flevironnement Gnada, 1980b). FI plus de Ia toxicité

Iétale aiguë des effluents de qette industrie, plusieurs problèmes

d'ordre sublétal sont dcnrnageables à l'environnernent, surtout si l'on

considère les rrclwnes d'eaux usées considérables rejetés dans les

eatrx récepLrices (Walden et. Ilornrard, 1977). 6uillard (1980) précise

Ies cnonsêquences de ces apports à I 'environnement aquat ique,

lesquelles sont principalement imputables aux facteurs suivants:

fortes teneurs de natières en suspension, charge élevée de Ia demarrde

biochirniqr:e en o)qgène (rêlluction de I'ox1gène dissous du milieu) et

rpcivitê des acides résineux et dérivés. Différentes recherches

réalisées au niveau sulctétal ont cpnfirmé les effets insidieux de

cette source industrielle lnur les poissons aux plans biochimique,

pÈrysiologique et éthologique (t"tcteay et Howard, l-977 i Miettinen

et al .  ,  Lg82 et Ttrel len, I9B3).  Ces derniers effets n'étant que

rarenÊnt considérés dans des êval:ations routinières d'effluents, une

responsabifité ênorne se txouve alors liée aux rÉsultats d'r:n test de

I é t a l i t é ,  l e q u e l ,  s ' i l  s ' a v è r e  n é g a t i f ,  n ' a s s u r e  n u l l e m e n t
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f  i r rrocuité envers |environnement.  Af in d'évi ter l 'écuei l  d,une

fausse i'terprétation écotoxique, ir faut donc avoir recours, dans

une évaluation bien souvent ;rcnctuerre et unique d'un effruent, à

certains biotests nesurant des lnralrÈtres sr:brétaux.

Eyt 1973, Jones affirnait qu'ir était futire de rrculoir

estimer Ia rncivité d'effluents de ccrçnsition c-omplexe et inconnue

en réalisant tniquernent des analyses chimiques suivies d,une recher-

che littéraire pour connaître la toxicité de chacune de ses com-

;rcsantes: les çhéncrnènes d'antagonisne et d'additivité rptoires IDur

res effruents et res rnéranges de substances chimiques (Ànderson,

f98f ) ne lærnEttent tout sirrplenrent pas que soit aonsidérée wre terle

al4proche. Face à cela, certains suggèrent que r,estimation de ra

toxicité aéterminée 5nr l'analyse ctrirnique lnur les effluents derrait

êLre ænsidérée æmIE un supplânent aux rresures directes de bioessais

(chung et al.,  L97g) et guerques-uns prétendent même que seure

l'évaluation bioanalytique de rejets complexes peut être fiabre

(Miettinen et al. , rgg2). e:oigr:'il en soit, re dérrcmilateur cpmrnun

pour évaluer l-es effets toxiques des effluents est devenu le biotest

agpliquant le æncept de la srcentration rétale, c,est à aire, une

concentration donnée provoquant 508 de nrcrtalité des organismes

exlnsés pour u:t t€trPs spécifié. I'lalgré les laeunes irrhérentes à ce

test, lorsqu'il est utirisé seul sans un support comprémentaire

d'autres biotests, il prnret rÉarurpins de présumer la toxicité des

effluents, tout en rE ænstituant qu'une toute première mesure de

celle-ci. I-es biotests tétaux avec truite, et plus généralernent avec
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salnrcnidés, scrt naintenant bien enracinés dans plusieurs labora-

toires de rectrerche cr: de règtementation en Amérique du Nord. La

popularité des salnonidés pcur Ia réalisation de tests standardisés

afin d'érra.luer les dangers de rejets 61r de substances toxiques sera

vraisenù:Iablement nraintenue durant plusieurs années. L 'énorme

trarail déjà fait a\æc ces lnissors dans les domaines pathologique,

physiologique eÈ toxicologique argumente aussi en faveur de leur

utilité 0'lelts d I'tryrse, fg8r).

Le test de létâlité aiguë avec tnrite ne peut toutefois

suffire à défilir adéquatenent l'êcotoxicité aquatique et l'on a \ l

apparaître, à lnrtir des années 1970, une abondance de biotests

visant à orbler cette lacuræ. Ces essais de "deuxième génération"

acqcrdèrent une iJlportance rnarquée à la détection des effets plus

sourrrois de I'écotoxicité, soit ses conséquences sublétales, chro-

niques et. gérotoxiq,:es. Dans ce æntexte, cn rnisa beaucoup sur les

essais micrcbiologiques (algues, protozoaires, bactéries, cultures

cel lu la i res,  e tc .  )  à  cause des avantages of fer ts  par  ceux-c i

(Maciorcrurstqr et. a1., 1980). DÉsireux d'étendre des capacités bio-

anal1Êiques, nous avons retenu un test avec algues (Selenastrum

capricornutum) et un autre test avec bactéries Photobacterium

phospÏrcrer.un (systène "Microtox" ) â cette fin.

Les bioessais d'éootoxicité arrr=c algues, plus particu-

Iièrernent ceux avec Selenastn:nr capricornutum, ne sont plus â jus-

tifier ainsi qu'e:çliqr:é précédemnent (voir f .I ) . Renchérissons,



- l t6 -

cependant, en ajoutant gue ces organismes sont les piliers de la

chaîne trophrique aquatique et q'e ra stabirité de ra biomasse des

niveaux sup'érieurs à celle-ci déperxi de I'équilibre çhytoplanctonique

(Ctrr istensen et Scherf ig, lgTg), La phytotoxicité (réduction de

productivité primaire) est d'ai l l -eurs considérée contrne l,un des

effets écotoxiqr:es 1es plus néfastes (Neuhord et Ruggerio, 1976).

Ainsi, Ies algnres répondent fort bien aux critères du biomonitoring

en tant que palier tropÈrigue pour assurer u-r trnrtrait représentatif

de la qualité du mitieu (philipps , Ig77). Ore ce soit lnur ctétailler

des effets stinn-rlateurs ou inhibitifs de l,écotoxicité, les tests

avec algn:es unicellulaires font t'objet d'une utirisation sans cesse

croîssante, oome l'ont récennrent sig,nalé Oouture et al., 19Bl et Van

coillie eù al, 1983b. r.eur anploi en tant qu,irdicateurs permettant

de préciser les répercussions êcrctoxiques des effluents de f,indus-

trie des pâtes et lnpiers s'avère très utile (Rainvilre eL ar., 1975;

stocJorer et al., L975; lloore et l-ove, Lg77; Gtrosh et Konar, lggo;

Eloranta et Laitinen, L9B2; Eloranta et al, f9g4).

Le test "Micro'tox" récennerrt mis au point 1nr ta oompa-

gnie Beclonan, lequel eq>loite res p:opriétés biottrmineseentes de la

bactérie rnarine photobacterium phosphoreum, s,est révéré un

indicateur efficace pour estimer ra toxicité aigruë de polluants

aquatiqr.res, de;xris sa ocnnprcialisation en 1979 et l,aplnrition des

praniers articles p-rbfiés à cre sujet (Bulich, I979i Bulich et al.,

r98r). 6rçu pour répondre au besoin grandissant de bioanaryses
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"I"licrotox" a fait I 'objet

tel que résumé dans le

de plusieurs

récapitulati f

@ntexte de l'alælication

1. Estirnations qrqnratives de Ia toxicité
aign:ë:

d'effluents;

de sr:lcstances rÉtaDiques;

de substances organiques;

d'eanrx de surface eù de sâtim€rtts;

de boues de prits de furage de Ét-role;

d'eau:< de pocédés de l'irdustrie
Étrolière;

d'extraits aqueux de déchets solides;

néférences

Joubert, I9B0b.
Bulich et al.,  1981.
gulich,-T962.
Ctnrq et aI.,  1981.
Drtka E Fwan, I9Bf .
O:reshi et aI., L982.
Sfraul et-alî 1983.
Vasser.rFffal., 1983.

O:reshi et al., I9A2.
De Urart-et-Iæff, 1983.
Irdorato eù aI., 1983.
McFeters æ EI., 1983.
O.rreshi g"T.-, 1983.

(lrarg et aI., 1981.
C\:rLis?-aI., L982.
Neiheise-Ï E al., l-982.
De U^,art é-SlEoft, 1983.
Irdorato eù aI. , f 9æ.
Mallak etffiker, 19æ.
!4cFeters et. aI., 1983.
Qrreshi etaE, 1983.
Ribo et. FaiEr, f9æ.

Blaise, f982.

Strosher eÈ aI., f980.

Lebsack et' a1., 198f.

l"licrotox Application
lilote 105, L942.
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Contexce de l'alæIication (suite)

d'eaux scr:terraines su jettes â la
contamination de dâ*rets toxiques;

de natériels bio-nÉdicaux.

EsLination du tenps de détoxification
de produits ctrimiques suite â teur
épardage dans les sols.

Estination de la toxicité des eaux
résiduaires issues des procâlés
de récupÉration ô: pétrofe de sables
bitumineux, è drarbon, etc.

Estirmtion de la toxicité de
myætoxines.

Protection des qlstènes de traitenent
biologiqr.er.

Estination du pcÈentiel de bioaccunu-
lation autotrq*rique des effluents selon

Referenc.es

I'licrotox Agplication
NoLe lO6, 1983.

Mieotox A1pËcation
NoLe I"1107, 1983.

Matthars, l9&1.

Peake et l"tad,ean, L982.
Delistraty, L98r.-,

Yates et Poùter, L9B2
eC 1983.

Microtox Atrplication
Note M103, I9Bl.

Blaise et al.,  1981.

2 .

3 .

4 ,

5 .

6 .

r:n test algues (S. capricornutun)/
bastéries (e. prios1fÉffi}T

3.2 l4atériel et rÉtlrodes

3.2.a Ectrantillqrs

Afin d'assurer sa représentativité, chaque échantillon

irxlustriel pÉrevé (effluent finat ql eau de procéaés ) fi-rt conposé

penAant r:ræ pÉriode rrariant e I à 24 teures (en fcnction des nodali-

tés çÉraticrrelles des usines), selqr un prûtoæIe d'â*rantillonnage
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convenu par trvironnenent Canada (Vezeau, 1982). Les quelque 400L

recueillis paï échantillon étaient acherninés aux taboratoires dans des

barits "Rrrbberraid" de 60L dor:btés de sacs en polyéthylène. Recrrnposé

en laboratoire, I'échantillon étâit ensuite réparci lnur subvenir aux

besoins analyLiques suivants:

Bioessais avec: Sloissons : 360L
algues z T.
bactéries : IL

Ànalyses chirniques
de st4ryort

3.2.b eieegsais reafj-sss

(i) Biotests avec ;nissons

Des essais de tlpe statique ont été effectués avec Ia

truite arc-en-ciel (Safro gairdneri Richardson) selon la procédure

gouvernenrerrtale err wigiueur (Environnsnent Gnada, 198Oa).

(ii) Biotests avec algrures

La prooéaure classique Éifisee pour t'a1gue Selenastrum

capricornutun est décrite plus haut (rtoir L.2 b et c).

40L
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(iii) Bioessai avec bactéries (systène "Microtox,,)

Aucrrn pré-traiternent des sous-échantillons destinés au

test l{icrrotox n'a s.r lieu à r'exception d'un ajustement du pH à 7,o

lorsque cerui<i se situait â r'extérieur de la plage 6-9. Nous nous

sonnes servis de 1'a14>areil l*{icrotox ModêIe 2055 (Toxicity Ànalyzer

system,' Beckmn rnstrunents, rrc., Etats-unis ) pour res bioanalyses

qui furent râIisées sel-on le prrctocol-e décrit par Ia firme Beckrnan

(1980) .  Les points  essent ie ls  de ce protocore mér i tent  d 'ê t re

brièrærent présentés:

Principei le réaæif }licroLox ænsiste en une souche génétiquemenr
aFearenEée â l,a bactérie rmrine luminescente Photobacteiium phospho-
reum. Sa biolurninescence est intinenent fi
ffiboriques cellulaires. Aixsi, l'émission lumineuse est ie reflet
de l,a vitârité de cet caanisnre, laquelle sera atténuée face â une
agnession toxique quelaanque. r-€ test Microtox permet donc r'obten-
tion d'urp nesune relatiræ de la toxicité subtétale aiguë au niveau
bactérien.

l,lrde oFÉratoire: le réactif Microtox rycphirisé est réhydraté et
@es dirr:tions en série æ f'échuntirron etuaie. on
fait ensuite ès leqLures $rctonÉtriques avec l'aplnreir Microtox â
des terps précis afin de nresurer la réduction de Iiémission lurai.neuse
( A It) des bactéries selon la fe:mle suivante:

ar(r) =L 
t*=]x roo

rg = intensité rumineuse ârl tcnps "o" ræsque te réactif baccérien, re
dituant et. Læ qrcentration 4relænçlue de I'â*rarrtillqr sart
initialenerrt qrbinés

15 = intensité lumineuse après 5 minr:tes (fin ùr test).

Eqrressiqr des rêsurtats: Inrr erçriner lâ tordcité, cn raplrcrte uræ
) ,
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CI5O = Ia æncentrat ion d'un échant i l lon (v/vt)  qui  réduit  de 508
l ' intensi té lumineuse normalement produite 1nr Ie réact i f
lvlicrotox.

(5 min, l5 'C) = durée de l 'essai (5 min) pendant lequel Ie réact i f
Microtox est exposé aux diverses concentrations de
I'éctnntillon étudié à t.rre terncérature æntrôlée & 15
+ o ,  I " c .

Calcul des résultats: chaque valeur CI50 est estimée par interpo-

@ papier semi logarittnnique

3.2.c Eaitenpnt des données

I-es résultats de toxicité acquis avec les indicateurs

truites, algues et bactéries (Microtox) ont été analysés de diverses

façons afin de faire ressortir Ie plus de terdances trnssibles:

Oæsnraison des CI5O et CL50: après avoir rapporté sur grraphique Ia

totalité des CI5O et CL5O pour chaque indicateur considéré, iI fut

possible d'obtenir rne ganière appréciation des résultats en traçant

une droite d'éga1ité (pentæI,0) entre I'abscisse et I'ordonnée, ce

qui permit d'observer Ia distribution des données.

Ocrçaraisor toxique versus ncr-toxique! en assigrnant ue signre négatif

pour les valeurs CI5O ou CL5O ) fOO* et un signe posit i f  pour

celles ( tOOt, cn peut estirner la srcordance gérérale existant dans

la réponse toxique entre les trois irdicateurs.
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csrparaison. entre rangs de toxicité: cette nÉtnoae (eulich , rg}z)

dorure uri rang de force toxigue Snur ctrague résultat de bioessai selon

l'échelle. suivante:

CI50 ou CL50 Catâ;orie Rang

< 2s3

25-lOO8

> r008

. \
cr-apres:

er50

Micrrrtox Foisson

très toxique

toxique

ron-toxique

I

2

3

Ceci pernet des regroq:ements ccrrlte l' illustre l' exemlrle

cL50 Rang

Microtox

DifférenceRang

trnisscr

2 1 5

>ro0
t5

>100

26

80

)roo

)roo

I

3

I

3

2

2

3

3

entre rangs

I

1

2

0

ccnparaison entre classes log de toxicité: ce tlpe d'examen a été

prtôænisé trnr Kenaga (r9?8) et nDdifié pr hrliqtl (1982) po:r trroduire

r:n système de rrépartition des résultats en six classes basé sur des

intennlles en derni-log, te1 qu'irdiqué cidessor:s:
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Intenralle (v/vt) d'effluent cùClasse

I

2

3

4

5

6

< 1 r 0 8

) t ,o -

>3,2 -

)ro -

>32 -

>1008

6

4

5

5

3 ,22

10t

322

r00t

Intervalle log
correspoffif

< 0 r 0

>0,0  -  0 ,5

>0,5  -  1 ,0

>1,0  -  r ,5

) r ,5  -  2 ,0

)z,o

un exerçle de ce qlstène de classification est précisé

l-cl-:

Cl5O*Licr.otox Classe Différence
entre classes

0

0

I

3

CL50-poisson

)roos

232

>r00s

3t

)rooe

309

622

752

classe

6

4

6

2

Sensilcilité relative des bioirdicatetrrs: ncus avons évalué celle-ci

pqrr les effluents étudiés en déterminarrt:

f) une cote (en t) de eensibilité relative par indicateur pour

I'ensenble des &lnées;

2) r:re æte (en t) de sensibilité relative à f intérieur de ctraque

groupe de deux indicateurs;
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3) r'écarL de toxicité obeenu lnur cl}racur des trois indicateurs;

4) la ré1nnse toxiqr:e globale généree pr irdicateur.

EVaruation de la toxicité des effluents de |industrie des pâtes et

rement en six groupes différents selon te degré de similarité du

procâié industriel utilisé:

kocédés industrielsGroupe

I

2

Papier fin

Éte ni-cYrirntque et/ou trÉte
thernechimicq*Écanioue

Pâte Kraft

F"ibres rec1clées avec désencrage

Pâte rÉcaniqr:e neule et/or pâte
tlrernenÊnnique

nâte rnêcaniqr:e ner:le eL bisulfite
à Us rendenent

3

4

5

6

iers en foncLion du de procâié i-ndustriel (sans

de traitenrent d'effluæt): les usi.nes ont été classifiées arbitrai-

Hraluatiqr de Ia toxicité des efffu.rents de l'industrie des

de traitement d'effluent (sans

ttæe de procédé industriel): les usines cnt été nêparties selon les

trois catfuories de tJaiterrent suivantes:

lraitgrcrrt d' ef fluerrt

atrcun

primaire

prirnaire et secordaire (biofogique)

Oode

o
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3.3 Résultats et discussion

3.3.a Grparaison des rétrnnses toxiques des
âuxêfn-uefrtsde-r-in-dEs-trîe-dËs-p6t6s

trois irrlicateurs exlnsés-eE 
frpierE

Les CI50 et CL5O obrtenues ont été comparées alterna-

t ivement l>ar groupe d' indicateurs: truite versus algues, truite

versus Microtox eL algrues versus Microtox (figure 16). En examinant

Ia lnsition des points sur les fign:res 16:A, B et C, iI est possible

de d{7ager les indications suirzantes:

- une forte é1nnse toxique s'est génératement nnnifestée lors des

biotests rtêalisês avec les êctrantilIons des industries de 1Étes et

papiers, ce qrd nsttre leur nocivité évidente, laquelle apparait

rm:Iti-troprique (i.e. à large s;æctre) puisque bastéries, algrues et

lnissons sont affectés en lrolnrtions relativement égales (À19ues:

54 réponses toxiques lnsitives sur 55 (988), l{icrotox: 43 sur 5l

(848), t-ruites z 46 sur 55 (8at);

- la sensibilité relative de dracr-ur des Urcis indicateurs envers les

effluents des ;Étes et lapiers est différente. tr effet, Ies algues

al4nraissent plus sensibles que les truites, les bactérries s'avèrent

egal€rnent plus sensilcles que les truites et la réponse des algues

est rpttenrent plus prornncee que celle des baetéries.
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3. 3.b @rqnraison
Eoxiqr:es- 

- gnlre reg ncgp5e: le_rgpgnses !"*rg1trg"_"! lo1-

La concordance à rapporter la toxicité ou son absence

entre les indicater:rs fait I'objet des données présentées au tableau

2 3 .

L'examen de ces dqrrées ncus'perrret de oonstater qu'il

existe une concordance relativement bonne entre les indicateurs

puisque respectivement 85, 84 et 90E des groupes truite/algues,

truite/Microtox et algues/Microtox fournissent tne ré1nnse toxique ou

non-toxique pour ces effluents. On rpte égalerent que te pourcentage

de dorueées conparatives décelant wre réponse toxique est élevé, ce qui

c.onfirme une fois de plus la nocivité des effluents testês. Les

résultats tendent aussi à nrontrer Ia fiabilité d'un test alsues ou

Microtox pour dépister une toxicité relative d'échantillons provenant

d'Lme source industrielle de pâtes et lnpiers. Sans pouvoir prédire

précis&nent le degrê de l'effet toxique vis-à-vis de la truite a-rc-

en-ciel (gr:i est I'es1Êce règlenentaire lnur les bioessais au Canada),

il apparaît que les test algues et l4icrotox peuvent effectivement

prévoir r-ure ;résence ou absence de potentiet toxique envers cetÈe

espèce ichthyerne. On remarçlue, cepenlant, çlue même sur ce plan du

dépistage, I'errploi exclusif du test algrues cnr Microtox lDurrait sous

ou surestimer ta toxicité elrvers la truite. Àinsi, dans 15t des cas,

le test algtre démcntrait trre toxicitê qui ne se reflètait pas chez Ia

truite alors que, dans 8t des cas, le test !4icrotox sous ou suresti-

mait une toxicité IDur cette espèce (tableau 23:A et B). Si par
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TÀBLEAU 23. ctMpAIU{tsoN DEs nrtpoxsn's ro)creucs m rur-To)cIcxJES
STTRE BIOINDICÀTETJRS rcUR TT:q ETLI'SUS tE PATES
ET PAPIERS

e) REPONSE TTOXIQUE vs IrIOÈI-TOXIqJE (TRUITE vs eLqmS)

flTPE DE REPONSE
ECIIANTILTNÈiIS

lolæ

r ( - )  A( - )

r (+)  a(+)
t (+)  e( - )
r ( - )  a (+)

fifTATIX

2z)
) 8st

83t ,
OE

15t

100t

I

' 44

o
B

53

E) REMilSE TOXIOUE VS ÀO{-TCD(IQUE (TRUITE VS MICROTOX)

TYPE DE RFOTVSE

r(-)  r{(-)

t (+)  l , t (+)
r (+)  u(- )
r ( - )  t ' l (+)

TOTATIX

c) REPOI{SE TO)(I(XJE vs }u{-{O)ctqJE (ALqJES vs MICR0IoX)

ECITA}IIILI.ONIS
luæ

e4t
8rl

762 |
8t
BT

r00t

4

37
4
4

49

TTPE DE REPOIilSE

A( - )  u ( - )

e(+) t ' l(+)
a(+) u(-)
a(- )  u(+)

TC[AI.D(

ECIIADTTILIONS
mmffi

2r)
) eot

889 ,
r0t
0t

l00t

I

43
5
0

49

EcmMrL[oN ro]CrQ(rE (+) m mN{cn<rAUE(-)
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contJe cn r:tilisait le test tticrotox pcr.rr prér.oir ule toxicité phyto-

plancLonique pcur les efftuents étudiés, celle<i était sous estirnée

dans lOt des es (tabteau 23:C). Ces ænstatations soulignent qu'un

seul irdicateur rF peuL janais parfaitenent prérrcir ni prédire â tui

seul la toxicité susceptible de se rnanifester chez un autre groupe

trophique, ce qui confirme Ie bien fondé de recourir, autant que

possible, â l'utilisation d'une ganne de bioindicateurs pour estinrer

I'agnession toxique.

3.3.c a9$P35a]aon gllt.rg 511se ee-toxi-cité

Ncus aræns exptoité cette nÉttrode de traitement des

données afin d'ob,tenir un lnrLrait adùitionnel du degré de concordance

génér.ale des irdicateurs à r:apeonter Ia toxicité des effluents, tel

qu'e4ræé au tableau 24.

Ces résultats indiquerrt les pcuncentages de qrcordance

( A =0) et de disærdance ( a

Ncus cbtensrs r:n degré de æncordance correspcrdant à aes pcurcentages

de 57, 53 et. 65 po:r les groupes T-4, T-tvl et A-M respectiverent. Si

l,cn crrmrle qrcordance et f,aibte discordance ( a =f), crt retrouve Ia

grande rmlrrité des fuyrées 1mr les goupes T-A (93t) eù T'-M (9UB) et

Ier.rr totaf ité pour Ie groupe A-M ( 1008 ) . Merrtionnons que Bulich

( l9B2) erçlcrya oe qlstène avec une échette de toxicité ssrblable lnur

cûnparer les résultats de tests ;nisscn et t'licrrotox réalisés sur 235

échant i l lons d 'e f f luents d ivers:  868 des données avaient  une
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TÀBLEAU 24. DrFFÉRBICES DE RANGS DE ToxrctrÉ pon
DES MTT,UENIS DE PATES ET PAPIER^S

PCI.'RCENTAGES DE OTORDAbTCE OU DISCORDANCE
oifférences de Rangs* ( A ) T-A T+! A+{

0

I

2

579. 53t, 65t ,

,u*)tt* nu*ltt* ru* l 
too*

7Z 22 0t

- T (TRT'ITE), A (AIÆ'ES), M (MICRCTTOX)
- 53, 49 et 49 PAIRES DE mNNffiS ætt'tPARlfInZES PCI'R

T-A, T-M EIT À-M RESPFTVEMENI

* RÀtiG l: Cr cu g,5O { 25t (TRÈS rcn<fOue)
Effi: cr cu c[.50 affRE 25-ro0t (roxrotre)
ffift-3: cI cu cL50 > 100t (rpt{-roxrQuE)
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différence de rangs de toxicité < 1. Cette différence a été cbservée

dans 98t des cas lnur Ie groupe T-ll lors de rrctre expÉrirrentation avec

res effruents de |industrie des pâtes et lnpiers. rl est également

intéressant de constater qu'il existe une croncordance de toxicité

lâ3èrenrent plus rmrguée lnur Ia série A+1 (653) c.omparativement à Ia

série T+,1 (53t). Cette concordance supérieure des données ;:our le

groupe A-l'I trnurrait être associée au rapprodrernent çhylogénique entre

ces deux ildicateurs. Iln lien entre Ia rélnnse toxigue et re rappro-

chement phylogénique des eslÊces a d'ailleurs été raplnrté par Kenaga

( f978) ,  Suter  ( fggg)  e t  Leb lanc  (1984) ,  lesque ls  on t  comparé  les

réponses toxiques inter-espÈces après une erqDsition aigmë à différen-

tes classes de produits chirniques (pesticides et nÉtaux).

3.3.d lgg3lgigog ent.rg gletges I9g de_toxicité

Les résultats ôrtenus lors de cette c-omparaison sont

présentês au tableau 25.

L'examen de ce tableau permet de constater qu'un

lnurcentage rajoritaire des données inter-indicateurs se trouve à

I'intérieur d'un écart-log de O,5. Ce lnurcentage est le plus élevé

lnur le grrowe A+,1 (82t), cre qui ærrobore le lien pré-énoncé (voir

3.3.c) entre la rélurse toxique et le rapprochernent phrylogénique.

La différence log nrcyenne du groupe T-M (0,51) est

quasi- identiqre à cerle (0,50) rapportée par Bulich (1982) qui la
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TABLEAU 25. DIFFfuENCES DE CIÀSSES I.æ. f,E TOXICITÉ
POUR TES EFFT.;IIENIS [E PATE.S ET PAPIERS

Différences de classes loq.

0,5 roc

1,0 IoG

1,5 roc

2,O I_æ

Différence Log. mq/enne

POURCBTIAEES q.JIVI{.JI.F(TIFS DE FRÉCXJnICE
'iLA T-l{ A-M

60t 709 e2z

839 922 942

looB 9Bt 98?

ro0t

0 ,51

r00t

O,48

-i
fir
$
fr
Y!
q

{
!
fi.,:;
w
dq
,r)

#
'd

rï
.l

ffi'i{
1 i

#
H
crl

ï

#
Ë

O,67

- 53, 49 EÎ 49 PAIRES XE MÀtbTÉES æMPARATTVES M{.JR
T-4, H4 ET A+t RFsPngrwntnvl
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calcula à partir de 235 données c-omparatives trrcisson-Microtox pour

divers effluents indtrstriels. Mentionnons aussi que, dans son étude

c"arûE dans Ia rôtre, 9BB des données poisson-t"ticrotox étaient c-ompri-

ses dans r:n écart-log de 1,5. Eefin, si l 'on se base sur I'h14pothèse

de Kenaga (fgZg) stipulant que seul un écart-Iog

variations sigrnificatives dans Ia réponse toxj-que d'une même espèce

envers diffêrentes substances, iI aplnrait que respectivement 83, 92

eL 944 des données lnur tes groupes T-A, T-M et A-M sont assez

senblables les unes IEr r:apport aux autres. Ceci permet de croire

ç[ue, pour des fins de dépistage, Ies tests Mlcrotox eL algrues auraient

une valeur qertaine afin d'évaluer Ia toxicité d'effluents de I'in-

dustrie des 1Étes et ppiers car ils apportent une réponse toxique

d'un ordre de grandeur senblable à celui du biotest trtrite.

3. 3.e gT:ibilitC relalrve_dss_b1or-€igalegrg

La sensibilité des biotests avec truite, algues et

llicrotox vis-à-vis des effluents évalués a été étuaiée en regroupant,

de qr-ntre f,açons différentes, les données de toxicité (tableau 26).

L'exanen des dsrrées présentées au tableau 26 dêmontre

la plus grande sensibilité fu biotest avec algnres envers les effluents

analysés; en effet, Ia ré1nnse toxique s'ac-cr.oît selon I'ordre suirant

des bioessais: truite ( Micrortox ( algues. En général, la diffé-

rence de sensibilité Ia rpins nnrquée s'obsenre entre les algues et

les bactêries du srTstenre Microtox. Ainsi que nrentionné ptus tôt, ceci
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TABLEAU 26. sNSrBrLrrE RtrÂTrvE DES 3 BrorNDrcATEuRS tnrr,rsÉs
FN\ZFÀS DES EFFIJUENIS E PATES Ei PAPIERS

a) sNSrBrLrrÉ nmarnæ DE cHAc{JN DEs rRors n{DrcATH.tRS

Ordre de sensibilité

LE PLUS SEIJSIBLE
MOYENNEI\,IENI SE}ISIBT,E
LE I'OINS SEIISTBLE

T1)TA['X

trIcrnbre d'effluents (Ipurcentages )

BICIIESTS BIOTESTS BICITESIS
mtftr) ffi-[A) Éffi (r'r)

r  (2E)  27 (663)  13 (322)
7 (r7Z) r2 (2ez) z2 (::4z)

33 (818) 2 (52) e (r4r)

4r (r00r)  4 l  (1008) 4L ( lOoE)

B) sENSrBrLrrÉ ng.nrnæ ENTRE DETrx rt[DrcATEuRs

Ordre de sensibilité Idcrnbre d' effluents (tru.rrcentâges )

rè*rr.ê.s
LE Ptius SEMrRT.E 3(6t) 49(922) 8(16g) 37(76t) 33(67t) rg cTï)
H(AEq.D -f-rÆT- -----r6ET- 

ffi

TcrrAu( 53(r00t) 49(r00t) 49(roos)
- 'I' ('I'RUITET, A (AIrH.JES), M (MICRÛIQ()
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TABLEAU 26. ssrsrBrllrÉ ro,errvE DEs 3 BrorNDrcÀTzuRS tnrusÉs
El{vEFs rES trFLUmûs DE pAms ET pAprERs (suite)

c) EcART DE ToxrcrrÉ oefiBtu pcuR c[rAcuN DBs tnors rNDrcÀrHJR^s

IOIqBRE
rNDrcÀTEUR D'EFFiEbrrs EcART DEs ct-5o orJ cr5o (unrÉs ro>crqJEs) FAcTEUR*

TRUITE 55
MICRCrIOX 51
AI.GUES 55

L ,7  à
0 ,4  à
0, r  à  >r0o (<1à10oo)  4 ,0x(17x)**

- FActeur de dr-ffêrence de senslbrlrtê entre deux jrdicateurs djacents en
considérant les rélnnses toxiques rmximales.

** Factetrr cunulatif de différence de sensibilité entre biotests algues et
truites en ænsidérant les réponses toxiqr:es naxirnales.

D) Éporsn ro)crQtrr croBALE GBqERfo pAR cfrAqÀr DES TRors rNDrcÀTEURS n'cos6 A
47 EFTÏ,IJE}TIS

INDIEÀTETJR IINITES TOXIqIES FACTEI'R*

TRTITTE 4OO
MTcRCIICD( I @0 4,Ox

L ,8 (7 ,3x ) * *AI.Gf,JES 2 9OO

** ltultiplicité curmlative de l,a toxicité glùale entre biotests algn:es et
tnrite.

i r ; ,  1 . : i \  r i  , '  r r : i
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peut être Iié au r-approchenrent phylogénique existant entre ces deux

indicateurs. Ceux-ci sont égalernent représentatifs du même palier

éco tox ique ( i .e .  sub lé ta l i té ) ,  ce  qu i  leur  confère  une a f f in i té

additionnelle, alors gue le biotest lnisson s'identifie avec le niveau

fébl. La rélnnse toxiqrle globale de chacun des trois indicateurs

confirne d'ailleurs cette nette différence e:<istant,'d'une trnrt, entre

I 'étage de Ia létal i té ( trui te:  total  de 400 unités toxiques) et

celui de la sublétalité (Micr.otox et algrues: total de I 6O0 et 2 90O

unités toxiques).

3. 3. f E\,raluation de la toxici té des eff luents de I ' industr ie des
pâtes et papiers en-tofr&.i-on-aEfS_f e-pFoG&f ndu3titài

A partir de nos résultats de toxicité inter-indica-

teurs, nous avons voulu ocaminer Ia rpcivité des effluents en fcnction

du procr6dé industriet trtilisé lnur Ia trxoduction de 1Êtes et papier.

I"es nésultats cnt été a:rangés en orrilre de toxicité croissante, comme

l'expose Ie tableau 27. Afin d'en faciliter la visualisation, iJ-s qrt

egafement été transposês à ra figrure 17.

It aSpert que le poc€dé I se révèle le nroins toxique

por:r les trois i-rdicater-rrs, tardis que le procédé 6 s'avère le plus

toxique envers ceux-ci. Bttre ces deux extrèmes, les réponses

toxiques des algrues et du Microtox rarient.
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TABLEAU 27. ToxrctrÉ ons EFrr;uEtlrs DE PATEs Er PAPTERS
nl FoNcrroNI rIJ TypE DE pnocoÉ rNUJS'fRtnr.

pnocÉrÉ* t{o,IBRE D'E[FruEnrs tnrums ro]trgrns/EFrr.;lJENr so,${E oes tnrrrÉs roxt-
OUES PAR EFFIUBII

B3
dqrt 2

r**

1 r 3

n"*

5 r 7

g*

2 'O

36,7l3
22

7
dont 6

L r ' l

I4
dont 12

2 'L 9 1 3 40,4
29

43,3

53,7

3
dcnt 2

2222
6

dont 4
9 1 7

I6
dont t4

I1 I IO 169
æ

TotaI 3I,2 I 1 5 , 9

cyclées arec désencraget 5, P!'M (Éte nÉcanique neule),
nÉcanique raffinée) et/q p:tq (Eâte tlrernorÉcanique)t 6,

re-
wn ( Eâte

Pl{"! et
bisulfite à bas rendenent.

** T (TRUrrE), A (ÀI,qJES), t'l (UrCnOrO><)
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Parrni les trois bioirdicateurs, les algues sont appa-

rues c€nrre les plus sensibles, sauf pour le procédé 3 où le réactif

t"licrotox agporte la plus forte rétrnnse toxique.

Bien que Ia diffêrence de nocivité des effluents en

fonction ô: procédé industriel soit encore, nal connue, les biotests de

toxicité s'avèrent des outils sensilcles pour Ia mettre en évidence.

3 .3 .g Erraluat ion de Ia toxici té des eff luents de I ' industr ie des
ÉE"=et-pipiers_Ën-f dndti-on-attyft 

-ae-tFaitâent-aesJe- je-ts-

Nous avons clrerché égalanent à évaluer la toxicité des

effluents selon le degré de traitement qui leur était accordé. Le

tableau 28 npntre le bilan de cette éval-uation.

La ænclusion p::incipale du tableau 28 est claire: les

trois bioindicateurs nontrent r-rre diminution de toxicitê en fonction

du traitement apporté à I'effluent. Cette constatation soutient

egaforrent I'opinion que le traitement biologique c.onstitue un des

rloyens efficaces pour diminuer la charge toxique des effluents de

pâtes et papiers (nainville et aI., I975t Beak Consultants, L978i

Hutchins, I979t I'toilanen et a1., 1980; Besrer et Van 6illie, 1981).

I -ors  de l 'éva luat ionr  on remarqua auss i  que les

indicateurs sublétaux (algr:es et l{icrotox) révétaient les différences

de toxicité avec ule acuité plus nette qr:e le biotest avee Ia truite.
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TÀBT.,EAU 28. TO)CICTTI TNS EFI.;UEhITS DE PATES ET PAPIERS BT
FT]NCTION TU TTPE DE TRATTEMBIT IES RF^IETS

TRATTEDTEIvr* ]DI"!BRE uvrrÉs rcxrg.ns/mrurnrr sM,/tE ons uvrtÉs ro)rt-
f-mrrrmms ffi

0  2L  9 ,9  89  t38 ,9
dont 19 N

L  21  3 ,5
dont 19 20 51,5
dont 16 28

2  6  1 ,0  l , l  4 , 5
-dont 5 2,4

Troî.al  
!n,n _II I ,4 

69,1

=-- ur aucun trart
Iogique

*tr (TRtrrrE), A (ArÂrE), M (lficRorox)
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Parmi  les  e f f luen ts  é tua iés ,  un  seu l  posséda i t  un

système de traitement normatif considéré comme étant le meilleur

dislnnible err fonction de I'état de la connaissance technologique

actuelle (BPT "Best Practicable Technology: Environnement Canada,

rg84).  TeI qu, indiqué au tableau 29 dans le relevé des résultats

ut i l isés dans ce chapître, Ia toxici té de cet ef f luent étai t  non

décelable trnur les truites et le sTstène Microtox eL se révètait très

faible ;nur les algnres (ctSO: 56t et 708).

Notons final-enrent qr:e les effluents traités de Ia nême

façon et issus du màne t14:e de pnocédé irdustriel avaient trre toxicité

qui changeait relativsnerrt peu lorsqu'ils étaient éctnntillorurés à des

dates différentes (tableau 291*. ceci traduit trre slstance lnur Ia

toxicité des effluents i:rdustriels de 1Étes et trnpiers et rejoint des

obsernations analogrues faites lnr Locl. et lbleod (7974).

s
nea
557,
r€nt:

agrt de I'etrluenE qrc

4 reprises), pocâté: 2,
58 et 627 (écharrtillcnné

l .

traitement: 2
à 3 reprises),

et de l 'ef f  luent codé
procédé | 2, traite-
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3.4 Scnmaire

La toxicité d'r.rne cinguant-aine d'effluents provenant de

fabriques de 1Étes et papiers sises dans la province de Québec

(canaaa) a été évaluée en réalisant concurrenment des bioessais à

trois niveaux trophiques. Les biotests ont été entrepris avec la

truite arc-en-ciel (SaLrp gairdneri), l 'algue Selenastrum capricor-

nuttun et Ie réactif bactérien (PhotoUacceriun phosphoreun) du système

Microtox.

Les résultats des 3 séries de bioessais présentaient

une excellente æncordance génêrale entre etrx et ont mis en évidence

une rpcivité rarquée ctrez Ia plupar:t de c.es rejets. IIs ant égalenent

explicité Ia rraleur d'enploi des tests avec algues et/ou l'licrotox,

pour f ins de dépistage, afin de situer le degré de toxicité des

effluents de l'industrie des 1Étes et ;:apiers. Eh cr:tre, Iorsgue ces

detrx biotests sont réalisés en support au test de toxicité létate

aignrë avec la ttuite, ils anÉtiorent la caractérisation écotoxiqr:e car

ils y ap6nrtent r.rre d.imension sr:blétale à deu:< autres étages trophi-

çIues.

Parmi les trois bioindicateurs, les algues se sont

nontrées les plus sensibles, suivies des hcLéries du système Microtox

et, enfin, des truites. I-a plus grande sensibitité des i.ndicateurs

microbiologiques s'explique entre autres 1nr le fait que ceux-ci

expriment leur réponse toxique au niveau sublétal pa.r rapport aux
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poissons utilisés lnur des réponses de létalité. on constata aussi

que ra neilreure æncordance de sensibirité se situait entïe argrtres et

bactéries l{icrotox; ceci serait partiellenrent inqlltable au rapproche-

ment phylogénique existant entre ces deux irdicateurs.

Les biotests utilisés ont aussi été très appropriés

pour discerrrer Ia toxicité des effhænts en furntion du tlpe de pro-

câlé irdustriel erployé et. du tlpe de t:aitenent qui ler:r est apporté.

A cet égard, Ies bioindicateurs s'avèrent de précieux outi ls de

gestion qui se révèlent essentiels IDur l'êvaluation de rejets com-

plexes du genre êtr-rEié.

3.5 Perspective

Por:r tester I'écoÈoxicitê d'un rejet en milieu aquati-

que, les gestionnaires de I'environnsnent soutraitent des bioessais qui

rélnrdent aux exigences suirmntes: représentativité des bioindica-

teurs, sensibilité, sirçlicité, r:apiditê, "reprodrrctibilité" et crcût

raisonnable. Aucun bioessai ne peut satisfaire concomitarnnent à

toutes ces exigences et. cn pnécorise de plus en plus la cqribinaison

de quelqr:es bioessais de t14:e différent pour y répcrdre.

te <ïroix de quelqr:es bioessais oçIémentaires favorise

aussi wre êrral-r:atior plus intégree de l'écotoxicité d'r-n rejet car on

perÊ alors cbtenir des données sur les aspects suirnnts:
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" effets sur plusieurs êtages êcologiques (producteurs, micro ou

rnacrÈGcnscrrmateurs, transfornateurs )

. toxicité à différents lnliers (létal, sublétal aigu ou sub-aigu,

chronique)

. concvordance des réponses toxigues

. rapidité des effets
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INÎEGRNrISI

Les agences de protection de l'environnement doivent

foncLionner sur les plans ægnitif, cr:ratif et préventif afin d'attein-

dre reurs cbjectifs; dans cet ensenble, la fonction cognitive est un

pré-requis essentiel qr:i ænd.itionne Ie succès des.deux autres fonc-

tions. II est donc inçÉratif çlue I'on dispose de nÉthodes fiables et

sensibles pour évaluer les différents rejets susceptibles de perturber

I'environnenent. Le dévelog4:enrant des bioessais dont iI est question

dans crette thèse a été réatisé en ce sens. Leur utilité ne fait nul

doute dans le cadre d'une démarche intégrée visant à démasquer re

potentiel d'irrqnct d'eaux Ésiduaires, cr) drague bioLest qrtribuerait

à élucider Ie "ptrzzle écvcoxique" de ces eaux.

Une telle démarclre intégrée peut être articulée selon

trois niveaux de protection envirqrrenentale (tableau 30).

Por:r représenter l'érrolution de I'éootoxicité entre ces

trois niveaux, rous avons æncepLuatisé r-ne "spirale de l'écotoxicité"

(f igure 18).

Cette spirale, qui c-ontient cinq bandes de tons dis-

tilcts représentant les cinq plus inportants trnliers trophiques de

t'écos1ætàne aquatique (i.e. transformateurs, producteurs, consom-

rnateurs prirnaires' qlsomnateurs secorrtaires et ænsomnateurs ultiles),
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s'ouvre progrressivsnent dans quatre secteurs adjacents séparés par

deux axes lrrpendiculaires. L'axe vertical sépare les effets toxiques

Iétaux et sr:lclétaux tandis ç1r:e I'axe Ïprizontal distingue les effets

toxiques directs et ilsidieux (ctrroniques). I-e secteur I correspond

au premier niveau de protect ion environnementale qui doi t  être

envisagé afin d'évaluer les effets écrctoxiques Iétaux ayant un impact

local flagrant. Le secteur 2 équ.ivaut au deuxième niveau de protec-

tion environnenrentâIe devant être considéré afin d'estirrer I'écotoxi-

cité sublétate à court ou à npyen terme dont f impact est souvent

régional. Le secteur 3 représente Ie troisiène niveau de protection

envircrurernentale dont il faut tenir ocnqÊe car sa toxicité chronique

a généralement r-rre grande portée et nécessite une étude exhaustive

avant toute recommandation d'une action corrective. La toxicité

chronique peut évoluer d'une dimension sublétale (secteur 3SL) à

Iéta1e (secteur 3L) par des rÉcanisres de bioaccumlation ou de géno-

toxicité. Ainsi, qr IEut qrcevoir qu'en s'écartant darrantage de son

point de dépare, Ia spirale de t'éGctoxicité ccncerne tout d'abord des

effets létaux, lesquels produisent par dilution différents effets

sr:blétar::<. Ersuite, afiJnentée 5nr des rnêcanisnes de bioaccumulation

et de génotoxici té,  Ia toxici té subléta1e entraîne des effets

chroniques; ceux-ci peuvent progressivement induire une toxicité

Iétale, ce qui ocnplète ainsi r-n cercle érrcIutif de Ia toxicité.

soutient, de

tihÉrées dans

Le concept  pro jeté par  Ia  sp i ra le  d 'éeotox ic i té

toute évidencer Ç[uê Ie devenir des nrclécules toxiques

I'environnenent est beaucoup trop orçrlexe ;nur limiter
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ra resporsabitité de toute évaruation environnementare à r,anaryse
chimique e*= re font res strat{7ies crassiques. Au contraire, une
alliance de dq'rées biologiques et chimiques s,avère indispensabre
pour nettre en évidence res effets (déterminés avec des bioessais)
déstabirisateurs de 1'écotoxicité et ;:our en identifier res causes
(précisées par les analyses chimigues). I I  n,est d,ai l leurs plus

poss ib le  d ' i gno re r  ou  de  c .on tes te r  I ' u t i r i sa t i on  d ,o rgan ismes

biologiques IDur évaruer |ampleur des dommages faits à r,environ_
nement prisque ce sont eux qrri y sont res plus exposés et les rnieux
quarifiés pour i.diqr:er des perturbations potentierles aux écosys-

tènes' E: o:tre, ir s'avère de prus en prus évident que r,anaryse
chimique augnrente en raleur lorsqu'erre est associee à des bioanaryses
da.s trne érratuation écotoxicorogique. Dr revanche, lorsqu,erre est
réatisée seure, la pararnétrorogie ch-imique n,a qu,une ra.leur rerative
pour  la  prédic t ion écotox ique vu qu,erre ne peut  préc iser  ra
biodislnnibilité des ncnbreux lnlltrants, ni leur qÉciation écrctoxique
(Inr exenple, ra différence d'effets de or** sous furne de sulfates cu
carbonates), ni leurs interactions (slmergisme ou antagonisme), ni
leur durée d'effets en fonction de ra bioaccumuration ou de ra
biodégradation. D'autres r imitations inhérentes à r,ut ir isation

exclusive de ra chimie sont le manque de sensibilité à détecter

certafuur prrtrants, re æût protribitif de prusieurs tlpes d,anaryses

ainsi que la virtuelre impossibir i té ae pouvàir identif ier ra
totalité des norécures 1résentes dans r-rr éctrantirrqr.
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On assiste, d'ailleurs, à un engouement spectaculaire

de I'ilrportance des biotests 1n:r le domaine aquatique, comme I'ont

récennent tenoigné deux synçrosiuns internationaux (Leclerc et Dive,

]-992t Persæne et al., r9B4), ainsi que des récents dérætcppenents en

biotechnorogie environnernentale (Roque, r9B4; van coir l ie et al ,

r984b).

L'inç:ortance d'éraluer I' jJrpac't de sources lnlluantes â

un deuxiène (subféta1ité) et à un troisième niveau (toxicité chro-

niq,Je) de protection environnenentale devient essentielle car I'éco-

toxicité peut perturber la fonction d'un écosystème sans tuer des

organisnes qui en ærnposent la stn:cture (Cai-rns, 1980) et æ:casiorurer

ensuite prognessiverrent des disparitions d'es1Ëces lors d'une exposi-

tion prrolongée d'une sr:bstance cu scurce trn1luante quelconque (Cairns

et a1., 19Bl). L'hcnne, à plus qr noins lorrg ternre, risque de perdre

gros a\rec les effets insidieux de l'écotoxicité car, æmrp Ie déclare

Ranade (1979), la dispersion de substances toxiques dans Ie rnilieu

naturer peut, d'une IErt, occasionner la disparition de ressources

naturelles importantes sur le plan alinentaire, et d'autre part,

cqrtamirter fa pyramide écologique dant nous représentons le sqmnet.

Ces quelques ænsidérations dénontrent bien Ia nécessité d'évaluer

I'â:otoxicité des rejets à ees niveaux autres que celui è la rétalité

et nDntrent le nôle prinordial &s biortests dans r-nn tel brt.

Il est oeeenaant virtuellenent inpossible de prévoir

toutes les ænséquences, à court et long terme, de l'introduction
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d'une scrlree lnlluante dans l'environnenent. Une nÉtnoae d'analyse

intégrée pernet, torLefois, de réCuire une grande part d'incertitude â

cet égard.

La strusture et Ia marche à suivre des méthodes

pour une analyse globale de toxicité diffèrent (Llqfd, IgBOb; Cairns,

1983b ;  Chapman  e t  Long ,  1983) .  Pa rm i  l es  mé thodes  l es  p lus

intéressantes, I'une erç>mnte une clérnarche séquentielle et I'autre

préfêre I'exécution simrltanée de plusieurs t14pes de bioessais. La

nÉtfroae dite "séquentie1le" ou ";nr étapes"' emploie au délnrt des

biotests de dépistage sinples et peu ocûteux suivis, si nécessire,

d'essais biologiques de ærçIexité eoissante (Cairns, I9e3b). I l

faut décider à ctraque étape s' i I  est nécessaire de poursuivre

I 'arnlyse par des biotests add.itioru:els. Malgré la valeur évidente

d'une tel le approche, part icul ièrenent pour I 'évaluation de Ia

toxicité de substances pures, elle ne constitue ;ns Ia neilleure

lÉthode d'analyse de l'écotoxicité de rejets contenant plusieurs

substances différentes. Les principteles faitles de la méthode

sâ4:entieIle scnt les sui\rantes:

. on assure, sans pæuræ scientifique â l'appui, que les bioessais

placés au iÉUtrt de 1â séalence d'essai prédiront adâluatenent les

effets tcn<iques des biotests placés plus loin dans Ia séquence,

lesquels sont réalisés avec des organisnes situés â d'autres

nirreaux d' organisatisr biolog,ique;

' :  
i  :  : : i i
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r.es bioessais initiaux, Gcnçus principarement pour indiquer des

effets toxiques létaux, rE peuvent tout simplement pas prédire ra

gaIIrTE des effets subtétaux et ctroniques résultant d'une exlrcsition

aux polluants êtuaiés;

Subsâpennrent aux lacunes rptées aux deux lnragralùres antérierrrs,

y aurait une soLrs-estirnation ilrportânte du lntentiet écsLoxique

la substance à l'étude;

. Le processus sâTrentiel træut avoir, sur le plan de Ia gestion, une

basse rentabilité au niveau du temps et du coût totar des opéra-

tions, surtout si ra raleur de prâliction écotoxique n'augmente pàs

au fur et à nesure que progressent les êtapes.

La deuxi,&re nÉthode d'anallzse, récennent ænsidérée lnur

l'érraluation d: lntentiel écotoxique de substances altéragènes (van

Coillie eL aI., 1984a), s'avère plus irrtégrée eL est d.ite "sirnrltânée"

( tab reau  3 r ) .  En  e f fe t ,  ce t te  app roche  p rône  ra  réa r i sa t i on

conaqrÉtante de plusieurs biotests représentatifs de niveaux différents

d'organisation biologigue et. ænsidère ensenble les toxicités létale,

subléta le et  chronique a ins i  que cer ta ines autres d imensions

environnenrentales. La mise en évidence des pnincipaux pr:oblèrres retiês

à t'écstoxicité caractérise ce système d'évaluation (eraise et al.,

f9&l). I I  fait  appel à une série de biotests capable d'offr ir  Ia

neilleure prédiction â:otoxique trnssible de façon rentable en tenps et

a rgen t .  B ien  s t r uc tu ré  en  f onc t i on  de  beso ins  spéc i f i ques ,

i1

de
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ce plan d'action peut être utile pour analyser diverses situations

environnernentales sans présenter tes faiblesses irihérentes à t'approctre

étapiste. L'e>çérirrentation d'une telle approche a été r.enée de façon

exhaustive sur des prélèverrents liquides provenants de dépotoirs (Van

c-oi l r ie el  at . ,  t983a).  Les résultats de cette étude ont crcnf i rmé

I 'u t i r i té  de  Iapproche écotox icorog ique s imur tanée e t  d ,au t res

expérimentations sirnilaires sont présentement en cours à nos labora-

toires (nrvironnenent canada, Région dlJ orébec, r-ongn:euil, qlébec) avec

des effluents industriels en vue d'apporter des ajustenrents graduels à

Ia nÉthode.

Pour toute érraluation écrctoxicrclogique de rejets liqui-

des, il faut tenir compte de plusieurs considérations. En prernier

lieu, iI est nécessaire d'ob'tenir des résultats ;nr:r les t:ois niveaux

de protecticn environnenentale ærrespondant aux trois dimensions de

I'écrctoxicité qrceptuarisées à ra figure lB. rr est également fun-

portant de réduire le plus lnssible le délai entre l'échantilloru:age et

les (bio)analyses ultérier:res afin de naintenir la représentativité de

r'évarr-ration entreprise. r,a réalisation de ptusieurs tlpes de bio-

essais s'avère aussi essentielle en fionction de rariables telles que le

gnlier d'e:otoxicité (i.e. létal, sublétal, ctrronique), r'étage écoro-

gique (transformateurs, producteurs, consontrnateurs), la durée de

r'e4>osition (biotests à crcurt, moyen et long terme), .les espèces

représentatives et les trnramètres de toxicité. rr y a en plus les

particularités spécifigues aux prérèvements, re coût des diverses

ana lyses  à  e f fee tue r  a ins i  que  reu r  répé t i t i on  m in ima le  pou r
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l'ôtention de rrésultats fiables. Finalerrent, Ie degré de précision de

I'érraluation dernardé lxr les centres de décision influencera rÉcessai-

rerrent fa portée de I'estjrnation écotoxique.

Dans cette lærspestive d'r:rre érraluation iltégrée visant

à dresser le lnrtrait êcrctoxique de rejets liquides, les biotests dont

iI est question dans cette thèse cqrstituent une c-ontribution, oomme

I'indique le tableau 32 gui présente les lxincipaux avantages associés

à leur ulilisation.
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