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RESUME

Les rejets industriels constituent une source de pollu-
tion grandissante et, dans ce contexte, l'agression toxique due aux
effluents dans l'environnement aquatique présente un probléme de
premier ordre. Pour démasquer leur potentiel écotoxique, nous
préconisons une stratégie intégrée alliant des bioessais a des
analyses chimiques afin d'identifier les effets écotoxiques et leurs
causes. Vu que ces effets se manifestent d différents niveaux
trophiques et écotoxiques et, qu'en plus, le degré de nocivité
constaté peut varier en fonction des espéces utilisées, des paramétres
employés et de la durée de l'exposition, il s'avére essentiel de
recourir & l'emploi d'une gamme de biotests pour préciser l'impact
écotoxicologique d'un rejet a4 1'étude. A cette fin, nous croyons que
les biotests de toxicité directe, malgré les critiques classiques
qu'on leur attribue, constituent un moyen a la fois fiable et rentable
pour mettre en évidence ces effets. Dans le but de contribuer 3 une
approche écotoxicologique intégrée pour dépister l'écotoxicité des
effluents, nous avons procédé au développement et 4 1l'application de
biotests pratiques au niveau sublétal, i savoir:

1) 1le développement d'un microtest algal;

2) le développement d'un test de stress ATP chez la truite
arc-en~—ciel;

3) une évaluation comparative des sensibilités de trois intégrateurs
biologiques exposés d des échantillons d'effluents de 1'industrie

des pites et papiers.



Pour & velopper un biotest algal sur microplaque, on a

choisi l'espéce unicellulaire Selenastrum capricornutum. La

réalisation expérimentale du microtest s'est avérée avantageuse car
elle est simple et rapide par rapport a celle du biotest algal
classique. Pour rapporter la toxicité avec le biotest microplaque,
les paramétres de dénombrement cellulaire, d'observation visuelle et
A'ATP (adénosine triphosphate) ont été utilisés. Dans le cas de
1'ATP, nous avons modifié une méthode d'extraction au diméthyl-
sulfoxide (DMSO), ce qui a permis d'augmenter le seuil de sensibilité
de la mesure lumineuse: ceci se révélait important car les densités

d'algues dans les puits des microplaques ne sont pas oconsidérables.

L'étude comparative des réponses toxiques (CI50 4 ou 8
jours) entre les méthodes classique et microplaque a été réalisée avec
le dénombrement cellulaire. Une deuxiéme comparaison a aussi été
faite entre les CI50 obtenues par dénombrement cellulaire et celles
Obtenues par la mesure de 1'ATP pour le test microplaque. Dans les
deux cas, on obtint une bonne concordance pour les réponses toxiques.
Nous avons également expérimenté un microtest algal de 4 heures
utilisant 1'ATP comme mesure de toxicité car ce bioessai senble offrir
un potentiel intéressant pour dépister rapidement les effets toxiques

flagrants de rejets liquides envers le phytoplancton.



Nous présentons aussi une procédure expérimentale que
nous avons développée pour déterminer le stress induit chez la truite
arc-en-ciel par des concentrations sublétales d'effluents industriels.
Les principales conditions expérimentales permettant de préciser cet
effet sublétal sont les suivantes: exposition'de 96 heures auXx
effluents; prélévement de tissu misculaire blanc; estimation de stress
par mesure luminométrique de 1'ATP extraite & l'aide du DMSO. Nous
avons montré qu'il est possible d'estimer le stress en ne considérant
que 1'émission lumineuse produite par 1'échantillon sans devoir en
doser la teneur d'ATP. Ceci présente un avantage marqué car il en
résulte une épargne importante de temps et de réactif enzymatique. De
plus, 1'adéquation du rendement de notre technique au DMSO pour
extraire 1'ATP du muscle blanc est supportée par le fait que l'on
retrouve dans la littérature des teneurs comparables pour cet

adénylate chez différentes espéces ichthyennes pour ce méme tissu.

L'exposition de truites arc-en-ciel a sept effluents
industriels, pour lesquels on a précisé des valeurs CL30 et des OMS
(concentrations minimales de stress), nous a permis de constater
diverses réponses de stress. Une forte relation lindaire (r = 0,948)
a &té cbservée lorsque nous avons fait une régression des données de
1étalité (log des unités toxiques des CL50) avec celles de sublétalité
. (log des unités toxiques des MS). Ceci laisse supposer qu'il est

: possible de prédire des seuils de stress pour les effluents a partir



des données CL50. Pour évaluer la représentativité écologique des
CMS, nous avons exposé, d deux composés toxiques de référence, des
poissons non-stressés et des poissons préalablement stressés avec une
concentration sublétale de l'un des 7 effluents &tudids. Les
résultats ont démontré la plus grande vulnérabilité des poissons
stressés car leur nortalité était plus élevée que celle des poissons
non-stressés. Ainsi, l'utilisation d'un indicateur biochimique tel
que 1'ATP semble bien approprié pour la mise en évidence du potentiel

écotoxique sublétal des effluents.

Par ailleurs, nous avons étudié le portrait écotoxique
d'une cinquantaine d'effluents de fabriques de pites et papiers en
estimant leur toxicité avec des indicateurs biologiques de trois

niveaux trophiques, a savoir, la truite arc-en-ciel (Salmo gairdneri),

l'algue unicellulaire Selenastrum capricornutum et la bactérie

Photabacterium phosphoreum du systéme Microtox.

Une premiére série d'analyses des résultats a fait res-
_8ortir une rocivité marquée de ces rejets en examinant les résultats
obtenus pour les CI50 (biotests algues et Microtox) et (150 (biotest
truite). Nous avons aussi pu constater que la concordance générale
t excellente entre les trois biotests pour rapporter la toxicité
effluents, comme l'indiquent 1) une camparaison entre les nombres

réponses toxiques et non toxiques, 2) une camparaison entre rangs



Une deuxiéme série d'analyses des résultats a mis en
&vidence la plus grande sensibilité du biotest algues envers les
effluents analysés, suivie de celle du biotest Microtox, par rapport a
celle du biotest truite. Il est probable que cette plus grande sensi-
bilité des biotests algues et Microtox s'explique par le fait que leur
toxicité s'exprime au niveau sublétal par rapport au’ test de 1étalité
avec la truite. De plus, la concordance de sensibilité s'avérait
meilleure entre algues et bactéries: ceci peut étre d4d au
rapprochement phylogénique existant entre ces deux indicateurs. Malgré
ceci, les différences de sensibilité constatées soulignent le besoin
d'utiliser plus d'un indicateur pour préciser correctement

1'écotoxicité d'un rejet.

Lorsque nous avons évalué la toxicité des effluents
&tudiés en rapport avec le type 1) de procédé industriel et 2) de
traitement des rejets, chaque biotest s'est montré apte 4 différencier

la nocivité en fonction de ces deux variables.

Bref, les biotests et bioindicateurs utilisés se sont

révélés des outils sensibles et fiables pour mettre en évidence la

toxicité (sub)létale des rejets liguides d'origine industrielle. 1Ils
sont donc recommandables pour des évaluations écotoxicologiques in-
tégrées de ces rejets, lesquelles évaluations peuvent étre articulées
selon trois niveaux de protection environnementale, a savoir les

niveaux 1étal, sublétal et chronique avec des portées respectivement
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INTRODUCTION

Le développement industriel a diverses répercussions
environnementales parmi lesquelles 1'agression toxique est la plus
néfaste. Plusieurs stratégies environnementales sont présentement
considérées afin d'évaluer les dangers et risques posés par 1'écotoxi-
cité et les tests biologiques y jouent un rdle clef. L'utilisation de
ceux-ci permet en effet une caractérisation écotoxicologique rela-
tivement compléte des rejets d 1'étude, camme 1l'ont montré les récents
travaux de Van Coilie et al (1983a), Millemann et al. (1984) et Mount
et al. (1984) portant respectivement sur des eaux de dépotoirs, des
déchets organiques de charbon et divers effluents. L'intérét porté
envers les biotests pour 1'étude de sources polluantes s'accroit car
on se rend davantage compte qu'ils constituent une méthodologie plus
efficace et plus rentable que celle faisant appel exclusivement aux
analyses chimiques conventionnelles. On a de plus en plus besoin
d'une méthode d'analyse globale, utilisant des bioessais, pour 1'éva-
luation des décharges dans l'environnement aquatique; une récente
conférence internationale fut entiérement consacrée 3 ce sujet (OCDE,

19%) .

Au Canada, il n'y a pas encore de politique ferme établie
par le Service de la Protection de l'Environnement pour 1'évaluation
de 1'écotoxicité a l'aide de biotests mais il existe un support
implicite encourageant une telle initiative (MacGregor et Wells,

1984). Citons certains textes représentatifs a ce sujet:



- "Le ministére de 1'Environnement doit voir au développement de modes
opératoires simples, rapides et peu colteux destinés & déterminer
les effets toxiques des contaminants de 1'environnement..." (Chant

et Hall, 1979).

- "L'émission de produits chimiques toxiques artificiels dans le
milieu constitue 1l'une des plus graveé préoccupations de notre
époque... Les initiatives d'Environnement Canada sont trés simples.
Nous essayons de préwoir le probléme de la contamination toxique au
lieu dé nous livrer plus tard & des programmes colteux de

rattrapage." (SBSC et Environnement Canada, 1983).

~ "Le ministére considére qu'il est essentiel de développer des outils
d'interprétation conformes & 1l'approche de 1l'écotoxicologie.”

(Environnement Canada, 1983).

De tels écrits plaident en faveur du développement de
bioessais pemettanf_ de réaliser des évaluations écotoxicologiques
rentables. Cette orientation a été prise 4 nos laboratoires* depuis
1980 et a permis de mettre au point une approche écotoxicologique

intégrée afin de contribuer 3 la lutte contre les perturbations du

milieu aquatique dues 3 divers rejets. C'est dans cette perspective

*Laboratoires Capitalne Bernler, Service de la Protection de
1'Environnement, Environnement Canada, Région du Québec, Longueuil,
Québec (Canada).



que les biotests dont il est question dans la présente thése ont été
développés. Il est prévu que ceux-ci feront partie d'une gamme
incluant plusieurs outils biologiques capables de préciser les effets

létaux, sub-létaux et chroniques d'un rejet a 1'étude.

Fn vue de d&masquer le potentiel écotoxique d'échantil-
lons de sources industrielles par 1'entremise d'une démarche intégrée
réalisée en laboratoire, on peut miser sur les tests d'écotoxicité
directe. Malgré que les résultats de tels essais réalisés avec des
espéces isolées ne prédisent pas avec certitude des effets camparables
pour le milieu naturel, ces tests s'avérent forts utiles et se
révélent moins ocamplexes et moins coliteux que des expérimentations
faites in situ ou avec des micro-écosystémes. D'ailleurs, selon
Cairns (1983a), les tests d'écotoxicité directe seraient le seul moyen
vraiment fiable et rentable d'estimer les perturbations environne-

mentales résultant de sources anthropogéniques.

Conscients du fait que le portrait écotoxique d'un rejet
industriel se précise au fur et d mesure qu'augmente le nombre
d'espéces et de paramétres expérimentés, nous avons réalisé les

travaux suivants:

a) développement d'un microtest sublétal d'algues;



b)

c)

potentiel d'un essai sublétal mettant en évidence un stress
physiologique chez la truite arc-en-ciel en utilisant 1'ATP comme

paramétre;

canparaison des sensibilités de trois bioindicateurs d'écotoxicité
(algues, truites et bactéries) exposés & des échantillons

d'effluents provenant de l'industrie des pites et papiers.



CHAPITRE 1:

VAIORISATION D'UN MICROTEST ALGAI POUR PRECISER

L'ECOTOXICITE SUBLETALE



1.1 CONTEXTE

Les programmes de lutte contre les pollutions environ-
nementales nécessitent 1'utilisation de tests bioanalytiques variés
capables de dépister les dangers écotoxiques qui menacent les éco-
systémes aquatiques (Danielson, 1979; Lloyd, 1980; Cairns, 1983b;
Chapman et Long, 1983). Pour le choix des biotests, il faut tenir
compte de plusieurs facteurs. Tout d'abord, il est tout simplement
impensable, pour un personnel limité de laboratoire devant réaliser
réquliérement une quantité importante de bioessais avec indicateurs
multiples, d'entreprendre des activités exigentes au niveau du temps
qui se traduiraient, en définitive, par une baisse de rendement.
Ensuite, les méthodes, en plus d'étre fiables, doivent étre le plus
possible peu coiteuses, rapides, pratiques et simples. Enfin, les
techniques devraient pouvoir se préter a 1l'automatisation tout en
gardant leur valeur scientifique pour la représentativité et la
sensibilité des organismes choisis. Dans cette perspective, nous

avons entrepris de développer un test algal sur "microplaques” pour la

réalisation de bioessais aquatiques.

I1 existe de nambreuses applications expérimentales pour
les microplaques, dont 1l'usage est fort répandu en microbiologie cli-
nique (voir entre autres la revue faite par Conrath, 1972). Par
contre, celles—ci ont été quasiment inexploitées jusqu'ici dans le
domaine environnemental. Mentionnons, cependant, les travaux de

Hassett et al. (1981) qui ont développé une microtechnique permettant



de préciser la bicaccumulation de métaux par différentes espéces
d'algues vertes et bleues-vertes (unicellulaires et filamenteuses) a
1'aide de microplaques. Dive (1981) a également utilisé des

microplaques pour un biotest de viabilité de Colpidium campylum, un

protozoaire cilié, en présence de diverses expositions écotoxiques.

Pour le développement d'un microtest de toxicité avec
algues sur microplaque, nous avons choisis 1l'algue verte unicellulaire

Selenastrum capricornutum Printz. Aujourd'hui, on préconise de plus

- en plus l'emploi des algues en tant qu'indicateurs de la qualité en-

vironnementale, leur polyvalence d'emploi & préciser les répercussions
environnementales dues 4 des facteurs nutritifs ou toxiques ayant été
largement documentée (Miller et al., 1978; Couture, 1981; Rai et al.,
1981; Van Coillie et al, 1983b). Dans cette tendance, S. capricor-

nutum est, sans équivoque, l'algue expérimentalement la plus utilisée

en Amérique du Nord, notamment dans le milieu scientifique québécois
(Keighan, 1977; Joubert, 1980a; Couture et al., 1981; Van Coillie
et al., 1981 et 1982; Blaise et Couture, 1984). Nous réalisons
régulidrement en laboratoire des tests de toxicité avec cette espéce
afin d'évaluer effluents, lessivats de déchets solides et autres
mélanges complexes en adoptant une méthode presque "classique" avec
des paramétres d'incubation semblables 4 ceux de Miller et al.,
(1978). Campte tenu de ces antécédents, il apparaissait approprié de
tenter le développement d'un test d'algues sur microplaque et de
comparer les résultats ootenus avec ceux d'une méthode éprouvée dont
la fiabilité et la reproductibilité sont connues (Miller et al.,

1978).



Les avantages apportés par l'emploi des microplaques pour
1a réalisation des tests avec algues sont considérables (tableau 1).
Signalons, tout d'abord, que le test classique fait usage de fioles
coniques en verre ("erlens" de 125mL) et qu'un volume d'échantillon de
1L est généralement requis afin de satisfaire les exigences analy-
tiques de l'essai (Joubert, 1980a). De son cH6té, le microtest ne
requiert qu'environ 10mL pour sa réalisation. Ceci représente une
épargne considérable d'effort au niveau du temps qu'il faut consacrer
3 la filtration (0,22u), laquelle est essentielle pour les dénombre—
ments cellulaires ultérieurs. Les manipulations requises pour débuter
le test classique (préparation des dilutions et dispense wolumétrique
de 25nL ou plus dans les erlens) sont relativement laborieuses. Par
contre, il y a, dans le cas d'un microtest, un rendement accru du
traitement d'échantillons vu que les dilutions de 1'échantillon sont
réalisées en éprouvettes et que la di.spense subséquente est accélérée
par 1'utilisation de micropipettes & dispositif répétitif. L'éconamie
d'espace lors de 1'incubation constitue encore un autre facteur favo-
risant une technique microplaque. De plus, le lavage spécialisé que
doivent subir les erlens pour le test classique impose une contrainte
additionnelle effort/temps aux utilisateurs. Les microplaques, quant
A elles, sont jetables, ce qui élimine les problémes de contamination
et/ou de toxicité pouvant résulter d'une ré-utilisation des érlens.
Des imprécisions dans les données analytiques peuvent aussi étre im-
putables & une telle pratique de ré-emploi de verrerie, car les
propriétés optiques de celle-ci peuvent changer avec le temps (vieil-

lissement et rayures des fioles, par exemple). Le test microplaque



TABLEAU 1. AVANTAGES DE L'EMPLOI DES MICROPLAQUES POUR
LES BIOESSAIS D'ALGUES UNICELILULATRES

Petit wvolume d'échantillon requis;

Rendement accru du traitement d'échantillons;
Economie d'espace d'incubation;

Possibilités d'automatisation;

Elimination du lavage de verrerie post-expérimental
(les microplaques sont jetables);

Elimination de contamination potentielle et/ou de
problémes de toxicité résultant du réemploi de verrerie;

Nombre accru de réplicats par concentration testée.
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permet, en outre, d'accroitre le nambre de réplicats par concentration
testée. Ceci n'est réalisable, dans le cas du test classique, qu'en
alourdissant les manipulations méthodologiques. A la lumiére de ces
nambreux avantages, le développement d'un microtest algal offrait un

potentiel intéressant.

I1 existe une grande flexibilité quant au choix de la
durée de 1l'exposition toxique. On peut chercher i mettre en évidence
une toxicité ultra-aigug de quelques heures (par exemple, 6 heures:
Vasseur et al., 1981; Fitzwater et al., 1983) comme on peut aussi
expérimenter une toxicité sub-aigué pendant plusieurs jours (par
exemple, 14 jours: Couture, 1981). Etant donné que nous effectuons
de fagon routiniére des tests classiques de 8 jours, nous avons retenu
ce temps d'exposition pour les comparaisons méthodologiques. Les
tests de 8 jours ont cependant tendance & étre racoourcis & des tests
de 4 jours (Couture et al., 1981; OCDE, 198lb; Van Coillie et al.,
1983b). En effet, la camplexation de substances inorganiques par des
composés arganiques (métabolites), la biodégradation, la dégradation
photochimique et le temps d'acclimatation des cultures sont autant de
facteurs pouvant produire une modification de la toxicité ariginale du
matériel testé (Coﬁture et al., 198l1). Ces facteurs incitent &
l'utilisation de bioessais de courte durée. Nous avons dé&s lors
ajouté un deuxiéme choix en effectuant des tests de 4 jours dans notre
démarche expérimentale. Il nous semblait également pertinent de
considérer 1'emploi d'un microtest avec réponse toxique ultra-rapide
en 4 heures & 1'aide d'une mesure paramétrique appropriée; ceci mous a

amenés a entreprendre aussi des biotests de cette durée.
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Pour les oamnmaisonsxmajxxkﬂogiques avec S. capricor-
nutum, le premier paramétre choisi a été 1'inhibition de la crois-
sance, soit le calcul d'une CI50* déterminée par numération cellulaire
A 1'aide d'un compteur électronique de particules. L'algue S. capri-
cornutum y est facilement dénombrée (Couture, 1981) et l'emploi de ce
paramétre a été adopté par divers chercheurs (Chiaudani et Vighi,
1978; Miller et al., 1978; Joubert, 1986a: Truhaut et al., 1980,
Couture, 1981). Il semnblait donc logique d'effectuer une comparaison
entre les méthodes classique et microplaque en fonction de ce type de
mesure. On a également expérimenté un second paramétre, a savoir le
dosage de l'adénosine triphosphate (ATP) et la CI50 qui s'y rapporte.
mrois raisons nous ont encouragés a entreprendre cette expérimenta-
tion. Il y a d'abord le fait que 1'ATP a été proposé comme un moyen
sensible et précis de mesurer la bicmasse vivante (Holm-Hansen, 1969;
Brezonik et al., 1975; Karl, 1980, Kennicutt II, 1980; Leach, 1981;
Vasseur et al., 1981). la mesure de 1'ATP permet aussi la réalisation
de tests de toxicité sublétale 3 trés oourt terme (quelques heures),
comme 1l'ont démontré Vasseur et al., (1981): ce dépistage rapide
d'effets nocifs envers les populations de production végétale
primaire des cours d'eau peut étre trés utile pour l'évaluation
urgente de dangers dans 1'environnement (par exemple, déversement
accidentel de produits chimiques). Finalement, les travaux de
Butterwick et al., (1982) et ceux de Rehnberg et al., (1982) ont

montré que les interférences causées par des débris cellulaires

¥GI50: Concentration inhibant a 50% un parametre physiologique
pendant une durée précise.
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affectaient la justesse des dénombrements effectués a l'aide d'un

compteur électronique de particules, d'ol l'intérét porté envers 1'ATP

comme paramétre additionnel pour mesurer la toxicité.

1.2 MATERIEL ET METHODES

1.2.a Echantillons

Vingt—-cing échantillons d'effluents industriels de la
province de Québec ont servi pour cette étude camparative. Treize de
ceux-ci provenaient 4d'industries des Pites et Papiers, onze d'indus-
tries de production chimique et un seul d'une industrie alimentaire.
Ces effluents ont été échantillonnés durant les autames 1982 et 1983
par le Service de la Protection de 1l'Environnement (Environnement
Canada), Région du Québec. Immédiatement refroidis (<10°C) dans des
glaciéres portatives dés leur prise dans des bouteilles en polyéthy-
léne, les échantillons (2L par site) étaient ensuite acheminés au
laboratoire ol leur pH était ajusté 3 7,0 s'il n'était pas situé entre
5 et 9. Chaque échantillon était alors stérilisé par filtration sur
membrane (Gelman, GA-8; 0,20u) et reversé dans deux bouteilles de
polypropyléne préalablement stériles. Nous tenons 3 préciser que
1'échantillon était stérilisé par filtration et non par autoclavage,
étant donné que ce dernier traitement en modifie la toxicité (Couture
et al., 1981; Van Coillie et al., 1982). Si les différents biotests

d'algues ne pouvaient débuter concomitamment la journée méme, les
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échantillons traités étaient conservés au réfrigérateur (4°C). Le
délai analytique maximal était de 7 jours. Selon Couture et al.
(1981), cette période de conservation n'affecterait nullement la

toxicité originale d'échantillons de type industriel.

Des biotests comparatifs ont également été réalisés avec
. . (+2 . ' +2
six mdtaux en solution (Ni : NiClp. 6H;0, Co : CoSO,, Cd*2: CdCly,
+2 +2 +2 . . ' .
Zn “: 2ZnCl2, Cu “: CuSOy, Cr “: CrClz) a partir d'une solution de

travail de 500ug.L-1l pour chaque métal testé.
1.2.b Conditions expérimentales générales

La souche d'algues utilisée, Selenastrum capricornutum,

est une chlorophycée unicellulaire qui provenait de la source sui-
vante: Environmental Protection Agency, Corvallis Environmental
Research Laboratory, Special Studies Branch, 200SW 35th street,
Corvallis, Oregon 97330, USA. Les principaux avantages a utiliser des
cultures de cette espéce pour la réalisation de biotests ont été
énumérés par Couture (1981). Parmi ceux—ci, notons que ces arganismes
demeurent en suspension sans s'agglomérer ce qui facilite leur dénom-

brement 4 1l'aide d'un compteur de particules.

Le milien mutritif de conservation des algues fut 1'AAM

30% ("Algal Assay Medium") contenant divers macro et micro-éléments
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(USEPA, 1971). Les algues y étaient repiquées hebdomadairement :
seules les cultures en phase logarithmique servaient pour les
inoculations biocanalytiques. Afin de maintenir la pureté et d'assurer
l'axénie de la culture (pour les biotests faisant appel a la mesure de
1'ATP), on réalisa périodiquement un frottis de celle-ci sur boite
Pétri contenant le milieu AAM gélosé a 1%. Aprés une période
d'incubation d'environ deux semaines, une colonie algale isolée
provenant de ce milieu semi-solide était transférée aseptiquement dans
une fiole conique contenant du milieu AAM stérile. Lorsqu'une
croissance visible se manifestait aprés quelques jours d'incubation,
la procédure de repiquage en boite Pétri et de transfert dans le
milieu liquide AAM était répétée deux autres fois. On se servait
alors de la derniére culture d'algues en milieu liquide AAM pour un
repiquage final sur un certain nombre de géloses AAM a 1% inclinées en
éprouvettes. Aprés incubation, ces croissances algales étaient con-
servées a 4°C. Mensuellement, une de ces éprouvettes était utilisée

pour repartir une nouvelle souche d'entretien.

Les conditions d'incubation des algues dans leur milieu
synthétique s'apparentaient i celles de Miller et al. (1978):
inoculum: 1 000 cellules.nl-l pour les CI50-8 jours
20 000 cellules.mL-l pour les CI50-4 jours
1 000 000 cellules.mL~-l pour les CI50-4 heures
éclairement: 5380 lux en continu
température: 24 + 2°C

agitation manuelle: 2 fois par jour (test classique
seulement)
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Toutes les fioles coniques utilisées pour 1l'entretien des
cultures ou pour le test classique ont subi le procédé de nettoyage
requis afin d'éliminer tout probléme de contamination. Ies différen-
tes étapes de cette procédure de lavage ont été décrites, entre

autres, par USEPA (1971), Miller et al. (1978) et Couture (1981).

l.2.c Test algal "classique"

La réalisation du test "classique" suivait des procédures
proposées par Greene et al. (1975), Miller et al. (1978) et Joubert
(1980a) pour déterminer 1l'inhibition de la croissance des algues
placées en conditions écotoxiques. Elle tenait compte de la teneur en
substances nutritives (N ou P) qui contr8le la croissance algale
(Shiroyama et al., 1975), laquelle teneur provient de 1'échantillon
testé et de 1l'ajout nutritif; ce dernier assure la présence de macro
et de micro-éléments en quantités suffisantes pour permettre la
croissance des organismes. On camparait les biomasses mesurées aux
biomasses théoriques (calculées) pour chaque concentration de l'essai
et on calculait par la suite des pourcentages d'inhibition pour

préciser la CI5O0.
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Les concentrations de l'échantillon et du contrdle

étaient préparées en triplicata dans des erlens de 125mlL. Chaque

erlen recevait 1'apport volumétrique suivant:

AJOUT VOLUME

Dilutions en série (100, 50, 25... jusqu'a -
0,8%) de 1'échantillon ou eau déminéralisée 39mL
(systéme Millipore Super Q) pour le contrdle

Milieu AAM concentré 25 foisl Ini,

Inoculum?2

0, 2nl,
40, 2,

1. La biomasse théorique (Bt) résultant d'une croissance
contrdle de 8 jours en milieu AAM normal est de
80mg.L-1 (Shiroyama et al, 1975): la Bt était donc de
50mg.L~1l dans ce cas puisque 80mg.L-1 x 25 x 1 =

T0
50mg.L-1.
2. Les inocula introduits dans chaque erlen étaient
respectivement de 1 000 et de 20 000 cellules.ml-1

pour les tests de CI50-8 jours et de CI50-4 jours.

Il était nécessaire de connaitre les teneurs en azote

inorganique (NHu4%, NO z et NO3™ ) et en phosphore total inorganique

(ortho-P+poly-P) de 1'échantillon afin de déterminer la Bt. Ces

analyses étaient réalisées sur appareil Technicon. La Bt se calculait
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alors a partir des facteurs de rendement de biomasse établis par

Greene et al. (1975):

- 430: efficacité de production pour chaque mgP.L-1;

- 38: efficacité de production pour chaque mgN.L-1l.

La Bt de 1'échantillon était établie en fonction de
1'élément (P ou N) contrdlant la croissance (Miller et al., 1978) en

tenant compte des deux relations précitées.

La bicmasse mesurée (B) était calculée selon la relation

suivante:

X

B = [SE.L-l]Y

50mg.L-l: Bicmasse théorique résultant d'une croissance contrdle
de 8 jours en milieu AAM selon nos conditions expéri-
mentales

X : cellules.L-l (moyenne arithmétique des trois erlens =X3)
produites dans le contrdle en milieu AAM*

Y : cellules.L-l (moyenne arithmétique des trois erlens =Y3)

produites dans chaque concentration de 1'échantillon*

¥ Le aénombrement cellulaire était effectue au moyen d'un compteur
Coulter TAII avec une ouverture de O, 70u.
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La toxicité de 1l'échantillon (CIS50) pouvait alors étre
déterminée en calculant les pourcentages d'inhibition (%I) & l'aide de

la formule suivante:

$I = |100 -_B_ |x 100
Bt

B : bicmasse mesurée (mg.L-1l) au 8iéme jour d'incubation

Bi: biomasse théorique (mg.L-1) pour chaque concentration de 1'échan-
tillon, selon le facteur (P ou N) limitant la croissance; pour son
calcul, on tenait compte non seulement de l'échantillon mais aussi

de l'ajout mitritif.

Les pourcentages d'inhibition étaient calculés & 1l‘'aide
d'un programme interne (en langage BASIC) placé sur ordinateur Hewlett-
Packard. FEnsuite, la CI50 était évaluée graphiquement sur papier semi
logarithmique (Keuffel and Esser Co., Probability X3 log cycles).
Lorsque la CI50 ne pouvait étre estimée graphiquement (moins de 3
valeurs de pourcentages d'inhibition pour tracer la droite de toxici-
té), elle é&tait rapportée en écart de toxicité; celui-ci correspond a
une fourchette (en v/v% pour les effluents et en ug.L-l pour les métaux)

d l'intérieur de laquelle se trouve la CI50.
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1.2.d Test algal "microplaque"

I1 existe plusieurs sortes de microplaques (MP) sur le
marché, lesquelles se distinguent par la composition et la qualité du
plastique (polyvinyl, polystyrene, etc.), le nambre de puits (4, 6, 12,
24 et 96) et la forme (fond plat, en "V" ou en "U") de ceux-ci. Pour
les travaux comparatifs, nous avons fait usage de MP ayant les

caractéristiques suivantes:

Camposition Forme des puits Nambre de puits Volume des puits

polystyréne rigide U 96 300uL

Trois marques commerciales de MP ont été utilisées pour
1'élaboration du microtest algal: Nunc (# de catalogue 262162,
stérile), Linbro (# de catalogue 76-242-05, stérile) et Cooke (# de
catalogue 1-220-24X, non-stérile). Pour les tests de toxicité avec
mesure d'ATP, on préféra celles de marque Linbro. Le oolit inférieur
des MP Linbro et la conception spéciale de leur toiture, laquelle

assure une meilleure isolation individuelle a chacun des puits, ont

justifié notre choix i cet éqgard.

La figure 1 schématise la technique utilisée pour 1les
bicessais sur microplaque. Cette technique était identique, que le
paramétre de mesure de toxicité soit le dénombrement ou 1'ATP. Dans ce
dernier cas, il fallait cependant employer des cultures axéniques

d'algues et travailler en condition d'aseptie jusqu'a 1l'incubation.
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Pour cela, le traitement des échantillons fut le suivant: environ 10mL
étaient stérilisés par filtration sur menbrane (Gelman, GA-8; 0,2u) et
des dilutions en séries étaient pratiquées dans des éprouvettes
stériles (16/160mm) avec de l'eau déminéralisée (systéme Millipore
Super Q) et autoclavée (121°C, 1,1 kg.awr?2 de pression). Ces dilutions
&taient versées tour a tour dans un réservoir stérile en plastique (ré-
servoir Titertek, Laboratoires Flow Inc;), duquel on aspirait des
parties aliquotes de 200ulL qui étaient immédiatement transférées dans
les puits appropriés de la microplagque au moyen d'une pipette multi-
pointe (Titertek, Laboratoires Flow Inc.). Celle—ci fut utilisée pour
la mise en marche de tous les tests (CI50-4 jours et 4 heures), a
1'exception de la premiére série de tests (CI50-8 jours) ol l'on em—
ploya la pipette Eppendorf & répétition. Les algues et le milieu
d'enrichissement AAM étaient ajoutés ensemble de fagon identique aux
puits de la microplaque selon les proportions suivantes: 10Oul d'ino-
culum (1 000, 20 000 ou 1 000 000 d‘algues par ni. respectivement pour
les CI50-8 jours, 4 jours et 4 heures) et 10uL d'AAM concentré 13,75
fois en wue de 1'cbtention d'une biomasse théorique de 50mg.L-1 aprés

8 jours de croissance. La microplaque était ensuite recouverte de son
toit plastique et introduite dans un sac transparent (film en poly-
ester, 16,5 x 20cm, Kapak Corp., St-Louis Park, Mn, U.S.A.) dont
1'ouverture était scellée a la chaleur pour empécher 1'évaporation. ILa
microplaque était finalement placée dans l'incubateur pour la période
voulue dans des conditions identiques 3 celles du test classique.
Précisons ici que le microtest, tel qu'il est présentement élaboré,

représente une épargne importante au niveau du temps requis pour la
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mise en marche d'un bioessai, comparativement au test classique
(tableau 2). Ainsi, il est possible d'exécuter les manipulations

expérimentales 2 3 3 fois plus vite en adoptant le test microplaque.

I1 vy a plusieurs fagons de répartir les différentes
cancentrations d'un échantillon et le contrdle pour la réalisation des
tests de toxicité sur MP. Nous avons opté pour l'organisation suivante

dans le cas des tests avec les effluents industriels:

six réplicats en milieu AAMl avec 8 dilutions pour chacun;
cing réplicats en milieu AAM sans (P et N)2 avec 8 dilutions pour cha-

cun; un contrdle dans 8 puits.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A C
B [Dilutions en serie] o]
C N
D T
E inoculum + inoculum + R
F milieu AAML MILIEU AAM (0]
G sans (PHN)2 L
H E

1. L'ajout correspond & une Bt de 50mg.L-1l.

2. L'ajout ne oontribue pas & une production de Bt, mais
assure plutét une présence suffisante de micro-é1é-
ments afin que le potentiel en P et N de 1'échantillon

pour la croissance algale puisse étre précisé (B).
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TABLFAU 2. EFFORT-TEMPS QOMPARATIF REQUIS POUR IA MISE EN MARCHE
D'UN BIOESSAI ALGAL SELON LES TESTS CLASSIQUE (TC) ET
MICROPLAQUE (MP)

Temps requls (en minutes)
Opérations

TC MP-12 Mp-23
Préparation des dilutions en 30 15 10
série et distributionl
Ajout du milieu AAM et de 5 3 1
1'inoculum d‘algues

35 18 11

1. Préparation de 11 dilutions plus 1 contrdle réalisé en série de 3
pour TC et de 8 pour MP.

2. Temps établi en utilisant la pipette répétitive Eppendorf.

3. Temps établi en utilisant la pipette multipointe Titertek.
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Pour les biotests de 4 jours réalisés avec les métaux en
solution et pour ceux de 4 heures réalisés avec les effluents ou
métaux en solution, le potentiel de croissance dd a 1'échantillon (B)
n'était pas pris en considération; la disposition des dilutions en
série fut alors horizontale (voir figure 1) et chacune de celles-ci,
ainsi que le contrdle, étaient présents en 8 réplicats . (exemple: 1la
concentration X se trouve dans les puits Al, él, ...Hl et le contrdle

se trouve dans les puits Al2, Bl2,...H12).

A la fin de la période d'incubation, le contenu des
puits de la MP était remis en suspension avec un appareil Rotatiter
(Dynatech Produits Inc.). Pour le dénombrement cellulaire, on re-
tirait, & 1'aide d'une micropipette, 100uL de chaque puits pour le
calcul de la CI50. Ce wolume était ensuite versé dans une accuvette
contenant 9mL 4'une solution électrolyte (Isoton, Coulter Electro-

nics) pour le dénambrement des algues au Coulter.

Pour la détermination de. 1'ATP, une suspension algale de
100ul, était transférée dans des éprouvettes (Micronic PPN tubes
45x8,8cm, Laboratoires Flow Inc.) renfermant chacune 400ul, de dimé-
thylsulfoxide (DMSO: Anachemia, AC-6180); ce camposé était destiné 3
extraire 1'ATP (Jakubczak et Leclerc, 1980). Le mélange d'extraction
était ensuite homogénéisé pendant quelques secondes. On pouvait
alors procéder au dosage de 1'ATP aprés un délai de 20 minutes ou
entreposer les éprouvettes capuchonnées a -80°C (Revco, Ultra-low

freezer, ULT 385A) pour dosage ultérieur.
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La mesure de 1'ATP s'est faite par bioluminescence
(Karl, 1980; Leach, 198i; Vasseur et al., 1981). Les émissions de
photons (unités relatives de lumiére = URL) ont été captées par un
luminométre Lumac/3M (Bio-campteur Modéle M2010). Tous les produits
et matériel nécessaires pour déterminer les URL et pour effectuer le
dosage de 1'ATP proviennent de la firme Lumac: "Lumit PM" (réactif
luciférase - luciférine de mouche a feu), tampon iaumit a pH 7,75,
étalons d'ATP et "lumacuvettes". Certaines expériences ont de plus
requis 1l'utilisation du tampon MOPS (4-morpholino-propyl-sulfonate:
Aldrich Chemical Co.). Pour effectuer la mesure des URL d'une
suspension algale, on préparait uné lumacuveti;_e contenant le mélange

suivant:

10ul, du mélange homogénéisé & doser (voir plus haut)
100uL de tampon Lumit & pH 7,75 avec 10mM de KCl

100uL, de Lumit PM dispensé automatiquement par le luminométre

Le calcul de la teneur de 1'ATP a été effectué a l'aide
de la technique de standardisation interne (Bulletin de la Firme
Lumac sur la standardisation interne). On déterminait tout d'abord
les URL émises par une dilution appropriée de 1'échantillon (URLe) et,
ensuite, les URL émises par un réplicat de l'échantillon auquel on
avait ajouté 10ul, d'une concentration étalon d'ATP (URLe+ATP étalon) -
Ceci permettait de quantifier le contenu d'ATP de 1'échantillon (ATPe)
selon 1l'équation suivante:

ATPe (ug.L-1)= ATP étalon (ug.L-1) x URLe
URLe+ATP étalon — URLe
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Pour préciser les pourcentages d'inhibition, on compa-
rait, par rapport au témoin, les croissances cellulaires, les URL ou
les teneurs en ATP obtenues aux diverses concentrations de 1'échan-
tillon. Tel qu'indiqué en annotation plus haut (voir page 22), il
fallait tenir compte de la biomasse (B) résultant des teneurs de
1'échantillon en N et P (lorsqu'il y avait supplémeqt en milieu AAM
sans N & P) et de la biomasse théoriquement produite (Bt) par 1'ajout
du milieu AAM complet. Dans ces deux cas, B et Bt étaient fonction
de la toxicité qui pouvait se manifester aux diverses concentrations
de 1l'échantillon. Il était donc nécessaire, pour le calcul de la
CI50, de retrancher, a ‘chaque concentration considérée, la biomasse
(B) résultant exclusivement du potentiel de croissance de l'échan-
tillon a celle (B+Bt) qui résultait de l'ajout du milieu AAM camplet.
Ainsi, la biomasse résultante, Bt, était celle qu'on comparait a 1la
Bt du témoin pour le calcul de la CI50. lLa toxicité des échantillons
a été calculée 3 partir des pourcentages d'inhibition (3%I) par rap-

port & 1l'échantillon témoin selon la formule suivante:

%I =100 -|Bt (échantillon)| x 100
Bt (temoin)

Bt (échantillon): dénonbrement cellulaire (cellules.mL-l), é&mission
photonique (URL) ou teneur en ATP (ug.L-1 ou fg.

cellule-l) de 1'échantillon

Bt (témoin); mémes paramétres chez le témoin
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Les pourcentages d'inhibition étaient déterminés a
l'aide d'un programme placé sur ordinateur Apple IIE. Dans le cas du
dénombrement cellulaire, par exemple, on spécifiait tout d'abord 1la
moyenne arithmétique de B. Celle-ci était ensuite retranchée de
chacune des valeurs B+Bt pour chaque concentration de 1'échantillon.
Chaque valeur de dénombrement Bt résultante servait & calculer une
moyenne arithmétique pondérée Bt. Tout caﬁne pour le test classique,
la CI50 était alors évaluée graphiquement et rapportée, selon les

résultats obtenus, en valeur unique ou en écart de toxicité.

Notons finalement que le cheminement choisi pour obtenir
la CI50 par différence entre B et Bt constitue un autre avantage du
microtest puisqu'il s'avére exclusivement biologique et élimine 1le
besoin d'un support chimique, alors que celui-ci est requis pour 1le

test classique.

1.3 Résultats et discussion

Pour la standardisation de la technique microplaque, il
était important d'estimer la perte volumétrique sous les conditions

expérimentales précédemment décrites. Pour ce faire, 220ul. d'eau
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déminéralisée furent introduits dans chacun des puits d'une micro-
plaque, laquelle fut ensuite scellée et placée dans 1l'incubateur.
Aprés 8 jours, on retira au royen d'une micropipette, le contenu de
48 des 96 puits de la microplagque. Chacun de ces contenus fut
ensuite pesé sur une balance électronique ultra-sensible (Mettler AE
160). Concomitamment, 24 erlens, contenant chacun 40mL d'eau miné-
ralisée, furent soumis aux mémes conditions expérimentales. Le
volune restant fut ensuite estimé en versant chaque contenu dans un
cylindre gradué. lLes résultats de cette expérience apparaissent au
tableau 3. lLa perte volumétrique moyenne, dans les deux cas, était
inférieure & 10% et ne présentait pas de différence significative
entre un puits de microplaque ou un erlen. Notons qu'il est essen-
tiel de sceller les microplaques, sans quoi la perte volumétrique

aprés 8 jours est énorme (>50%).

(ii) Facteur "température”

Le scellage des microplaques suscita la crainte d'un
"effet de serre" auquel les algues pouvaient étre soumises durant 1la
période d'incubation. Pour vérifier ceci, wn suivi thermographique
(appareil: Rustrak, Modéle 2133, Gulton Industries, U.S.A.) de 8
jours fut effectué dans l'incubateur d'algues. A cette fin, une
sonde thermique fut tout d'abord placée dans un erlen de 125mlL con-
tenant 40mL d'eau déminéralisée. De plus, aprés avoir rempli une
microplaque avec de 1'eau déminéralisée (220ul. par puits) et 1l'avoir
ensuite scellée sans couvercle, une deuxiéme sonde fut introduite

dans 1l'un des puits de la microplaque en trouant le film plastique
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TABLFAU 3. PERTE VOLUMETRIQUE D'FCHANTILION DUE A L'FEVAPORATION
LORS DES TESTS CLASSIQUE ET MICROPLAQUE TURANT 8 JOURS
Méethode Nombre de fioles Perte de wvolume | Ecart-type
ou de puits moyen en %
Classique* 24 7,2 + 2,8
Microplaque** 48 8,7 + 2,7

* 40ml d'échantillon pour chaque fiole conique de 125ml.

**220ul, d'échantillon pour chaque puits de 300uL.
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directement au dessus du puits. Le suivi de la température du

contenu aqueux respectif de l'erlen et de la microplaque a donné les

résultats suivants:

Température (°C)

Contenant Minimale Maximale
Erlen 24 - 30
Puits 26 32

Ces valeurs indiquent qu'un effet de serre ne s'est pas
manifesté. Par ailleurs, Haaland et Knutson (1973) ont rapporﬁé que
les températures minimale et maximale pour la croissance de S. capri-
cornutun se situent d 10 et 35°C respectivement. Les variations de
température que nous avons observées se trouvent donc a 1l'intérieur
de la zone de tolérance. De leur c5té, Reynolds et al. (1975) ont
constaté des cycles cellulaires maximaux de 1,36, 1,99, 1,39 et 1,27

jours & 20, 24, 28 et 33°C respectivement pour S. capricornutum. Il

senble donc que la température de croissance optimale pour cette

espéce avoisine 24°C.

(1ii) Facteur "volume d'échange gazeux”

La proportion volumétrique E/C entre échantillon (E) et
contenant (C) est importante afin d'éviter le probléme d'une limita-
tion en 002 durant la période de croissance des algues. Cette propor-
tion est fixée a 0,20, selon les recammardations apportées par Miller

et al. (1978). Nonobstant cette valeur, nous avons édvalué
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quatre rapports E/C supérieurs a celle—ci (0,27 4 0,73) pour les
microplaques & l'aide de croissances-—contréles incubdes avec un ajout
de milieu AAM complet sous les mémes conditions expérimentales
(tableau 4). Les résultats montrent qu'il n'y a pas de différence
marquée entre les dénombrements cellulaires obtenus aprés 8 jours
d'incubation pour ces rapports E/C. Ceci s"expliqu.e peut-étre par le
fait que le wlume d'air du contenant conpfend non seulement celui de
chaque puits d'une microplaque mais aussi celui contenu éous le film
plastique scellant la microplaque entiére, ce qui porterait le rap-
port E/C facilement en dega de la valeur repére de 0,20 suggérée
ci-haut. Les similarités des dénombrements nous ont portés a retenir
le rappart E/C & 0,73 (i.e. 220ulL d'échantillon dans 300uL d'un
puits de microplaque) lors de 1'établissement de la technique micro-
plaque, & la fois pour des raisans pratiques (plus grande facilité et
précision pour la dispense de microvolumes) et rentables (plus
grande disponibilité en biomasse algale pour les mesures paramétri-

ques ultérieures).

Signalons toutefois ici que les dénombrements obtenus
sur microplaque étaient significativement inférieurs d celui obtenu
d'une croissance-contrfle réalisée en erlen sous desv conditions
identiques. Une telle différence pourrait provenir d'un effet de
paroi car le polystyréne des microplaques aurait des radicaux de
plastique non polymérisé capables de chélater des éléments essentiels
a la croissance des alques (Laboratoires Flow Inc., données non

publiédes).



TABLEAU 4. DENOMBREMENTS CELIULAIRES (DC) OBTENUS APRES 8 JOURS DE CROISSANCE

(INOQCULUM: 1000 AT.GUFS ML™ 1) EN MILIEU AAM SELON DIFFERENTES
PROPOKI'IQTS VOHJME'I'RI(IJES D'ECHANTILION PRESENTES DANS LE QONTENANT
EXPERIMENTAL
_Volume: DC (x106.mL~I)
Procédurel echantillon (E) [contenant (C) E/C N3 Moyenne + écart-type c.v.4
MP 220uL 300uL2 0,73 5 2,26 + 0,07 3,1
MP 150ul, 300uL 0,50 5 2,36 + 0,07 2,9
MP 120uL 300uL 0,40 5 2,28 + 0,03 1,5
MP 90uL 300uL 0,27 5 2,37 + 0,02 1,0
TC 40mL, 125mL, 0,32 3 4,26 + 0,32 7,4

oW -

Moyenne

Microplaque (MP) et test classique (TC) sur fiole oconique.
Volume total d'un puits de microplaque.
Réplicats considérés pour le calcul du dénanbrement cellulaire.
. Coefficient de variation (C.V.)= (Ecart-type) x 100.
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La possibilité pré—énoncée de chélation nous a incités a
vérifier 1l'éwolution de la croissance algale avec et sans EDTA par
tests classique et microplaque (figure 2). On a appliqué une analyse
de variance (test de Bartlett-Box, selon Nie et E',’ 1975) pour les
quatre séries de dénombrements cellulaires (A, B, C et D) cbtenus aux
jours 4, 5, 6, 7 et 8. Pour chaque période de temps, on a respecti-
verent démontré des valeurs F de 130, 286, 803, 329 et 124, lesquel-
les sont significativement différentes (avec probabilité de 99%), ce
qui d&énontre un effet spécifique a chacune des séries. Le test de
Sheffe (1959) appliqué a posf.eriori a montré que chaque série donnait
des valeurs moyennes significativement différentes d'une autre avec

probabilité de 95%.

I.es mumérations cellulaires se classaient dans 1 'ordre
suivant: D{C{B{A (la seule différence non significative fut

obtenue entre A et B aprés 4 jours). Cet ordre démnontre que:

- le test classique donne des dénombrements significativement plus

élevés que le test microplaque;

- l'ajout 4'EDTA augmente significativement la croissance pour les

deux méthodes.

*EDTA: Ethylene Diamine Tetra-Acétate reconnu comme agent chelateur
de métaux bivalents.
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Dans le cas du test classique, la plus forte croissance
obtenue en présence du milieu AAM & EDTA peut étre due & la capacité
de ce ligand synthétique a& assurer une meilleure disponibilité de
certains micro-éléments pour les algues (Miller et al., 1978). Sur
ce point, 1'EDTA est surtout utile afin de stabiliser la solubilité
du Fe et du Mn, en réduisant leur tendance a précipiter & pH légé-
rement basique, ce qui favorise leur disponibilité pour supporter la
croissance des algues. Dans le cas des microplaques, 1'EDTA joue
sans doute aussi un tel rSle et son absence expliquerait la produc-
tion plus modeste constatée pour la biomasse. En plus, il est pos-—
sible que 1'EDTA empéche également une adhésion de certains éléments
sur les parois plastiques (polystyréne) des puits de la microplaque;
des problémes d'adhésion de ce genre ont été rapportés par Batley et
Gardner (1977). Ainsi, ces différentes propriétés de 1'EDTA augmen-
teraient sensiblement la biomasse-contrdle obtenue lors de la réa-
lisation de tests avec microplaque. Dans le cadre de nos travaux,
nous avons donc opté pour l'utilisation du milieu AAM avec 1'EDTA.
Ce choix était également justifié par le fait que 1l'on travaillait
avec des biomasses d'algues relativement modestes pour le test micro-
plaque et que 1l'on désirait réduire le risque d'une résolution

insuffisante lors des mesures paramétriques.
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(v) Facteur '"marque de microplaques"

Nous avons suivi 1'éwolution de la croissance de Sele-

nastrum sur trois marques de microplaque différentes, soit Nunc,
Cooke et Linbro. Trois microplaques de chaque marque ont servi pour
cette expérience. Les nuages de points, représentant chacun la
moyenne du dénombrement cbtenu pour chaque microplaque selon le jour
d'incubation, paraissent 4 la fiqure 3. Les répmses de croissance,
quelque peu éparpillées lors des dénonbrements effectuds aux jours 1
et 2, se concentraient davantage a partir du jour 4 au deld duquel
elles présentaient un portrait assez hamogéne sans égard & la marque
de microplaque utilisée. L'intérét pour la réalisation de tests de
toxicité de 4 et 8 jours nous a portés a regarder plus attentivement
les données comparatives obtenues d ces deux périodes d'incubation
(figure 4). A ces deux jours, il n'était pas possible de distinguer
une tendance marquée, en terme de rendement de biomasse, pour une
marque de microplaque. Ceci semble indiquer que la qualité et 1'in-
tensité lumineuse qui parvenait aux algues dans les puits de ces
trois types de microplaques n'étaient pas dissimilaires. En outre,
les trois marques de microplaques n'apparaissaient pas occasionner

une toxicité quelconque liée & leur procédé de fabrication.

(vi) Autres facteurs

I1 faut également envisager que le pH ait pu exercer une
limitation en 02 dans le cas des biotests sur microplaque. En effet,

ceux-ci étant incubés sans agitation, leur pH avait tendance a
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mentation deg algues au fond des puits, ce qui pouvait rendre les
cellules des couches inférieures moing accéssibles pour l'assimila-
tion des éléments nécessaires & 1a Croissance. Il n'est pas assuré,
non plus, que les algues croissant dans les puits d'une microplaque
regoivent la méme quantité et qualité ge fayons lumineux que celles
Croissant en erlen & Cause des propriétés particuliéres du toit

pPlastique de 1a microplaque. Ces différents facteurs peuvent éga-

—-————————.————_‘—————.

méthode de préférence aux autres (Jakubczak et Leclerc, 1980). pes

premiers essais ay DMSO nous ont montré que ce composé extraijt bien



—40-

1'ATP de S. capricornutum (tableau 5). La proportion du mélange

d'extraction proposée par Jakubczak et Leclerc (1980) s'appliquant
aux bactéries, nous avons cherché & la modifier afin d'obtenir une
sensibilité luminométrique accrue du photomeétre pour 1'ATP algal.
Ceci é&tait désirable parce que les volumes de 100uL prélevés dans les
puits des microplaques d la fin des 4iéme ou 8iéme jours d'incubation
contenaient une biomasse qui ne pouvait étre concentrée davantage (par
exenple, la numération cellulaire des puits—contrélies aprés 4 et 8
jours d'incubation se situait respectivement i3 2,8 et 4,5 x 105 algues.
100ul-1). Dans la méthode d'extraction/dosage que nous recherchions,
il nous fallait tenter de diminuer la proportionalité du DMSO dans le
mélange du dosage afin de réduire son “quenching" qui atténue 1'émis-
sion de lumiére. Le tableau 5 présente les 6 proportions du mélange
d'extraction qui ont été essayées pour tenter d'augrenter la sensibi-
1ité des mesures. Nous avons retenu, pour les expériences subséquen-
tes, la proportion de l'essai No 5 qui réduit le facteur de division
de l'essai No 1 (considéré comme référence a partir des données de
Jakubczak et Leclerc, 1980) de 60 & 50 tout en augrentant, paralléle-

ment, le rendement en URL.

Le tableau 6 élucide le pourquoi de ce choix. Trois
principales raisons sont en cause:
1. Il y a noins de DMSO dans le mélange du dosage, ©e qui réduit le
quenching;

Il y a plus d'échantillon dans le mélange du dosage et, donc,
plus d'ATP:

Le réactif enzymatique est moins dilué; ceci amplifie 1'émission
photonique puisqu'elle est fonction de la concentration du
réactif (Luminescence Review, Bulletin 202, 1981).



TABLEAU 5. ESSAIS D'EXTRACTION DE L'ATP D'UNE CULTURE DF Selenastrum
capricornutum! APRES 8 JOURS D' INCUBATION DANS IE MILIFU AAM

MELANGE D'EXTRACTION MELANGE DU DOSAGES F.D.4 URL? C.V.®

( BECHANTTLLON/ DMSO/MOPS)
1 (0,1mL/0,9mL/ 5mL,) 2 100ul: + 100ul, T-A 176 060 4,9
2 (0, 1mL/0, SmL/ 5mlL.) 100uL + 100ul, T-A ( 56 199 808 1,2
3 (0,1mL/0, 4mL,/ 5ml.) 100ul, + 100ul. ™A 55 185 827 3,1
4 (0,1mL/0, 4mL/ 3mL) 100uL, + 100ul, T-A 35 173 635 0,6
5 (0,1mL/0,4mL/ —) 10uL + 100uL. T-A 224 233 1,0
6 (0, 1mL/0, 5mL/ —) 10uL + 100ul. T-A 60 217 180 5,9

1.
2.

3.
4.
5.
6.

Les algues (4 x 106 cellules.nL-1l, étaient transférebs dans une solution de Na HO0O3 (15mg.L-1) ajustée

A pH 7,5 aprés leur incubation dans le milieu AAM.
Proportions dans le mélange d'extraction (lors de l'essai No 1, on a utilisé celle recommandée par

Jakubczak et lLeclerc, 1980).

100uL. ou 10uL du mélange d'extraction + 100ul, de T-A (tampon Lumit &

Unités relatives de lumiére (URL) mesurées par le photométre.

Coefficient de variation (C.V.) des URL exprimé en pourcentage pour les dosages effectués en triplicata.

C.V.= (Boart-type) x 100
enne

i 7,75 avec 10mM de KCl).
Facteur de division (F.D.) entre le mélange d'extraction et sa portion prise pour le dosage.

~Thr=



TABLFAU 6. COMPARAISON DES VOLUMES DU DMSO ET DE L'éCHANTILgON DANS LE MELANGE DU
DOSAGE (MD) POUR IA MESURE DE L'ATP AVEC DEUX PREPARATIONS DIFFERENTES

VOLUME DE L'ECHAN

MELANGE D' EXTRACTION (ME) VOLUME PRIS DU VOLUME TOTAL VOLUME DU DMSO

ESSAT ( ECHANTILLON/DMSO/MOPS ) ME POUR LE MD DU MD DANS MD TILION DANS MD
J + L1 (100uL/900uL,/5 000uL) 100uL: 300uL3 15uL, 1,67uL
Modifiée2 (100uL/400uL/ — ) 10uL 210uL4 8uL 2,0uL

DHwWwN -

Essai rapporté par Jakubczak et Leclerc (1980).
Essai modifié pour le travail avec S. capricornutum (voir essai No 5 du tableau 5).

Contient 100ul, du ME, 100ul de T-A {tampon Lumit a pH 7,75 avec 10mM KCl) et 100ul. de réactif enzymatique Lumit PM.
Contient 10ulL du ME, 100uL de T-A et 100ul de réactif enzymatique Lumit PM. :

1
=
NS

[
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Une expérience subséquente fut entreprise afin de déter-
miner le contenu cellulaire en ATP d'une culture d'algues en compa-
rant la méthode d'extraction au DMSO décrite dans la littérature
(Jakubczak et Leclerc, 1980) et notre version modifiée de cette
méthode. A l'examen du tableau 7, on voit qu'il n'y a pas de
différence significative entre les rendements d'extraction des deux
méthodes; celles—ci permettent en effet d'obtenir un 'oontenu cellu-
laire comparable en ATP lorsque la densité cellulaire est de 4 x
106 cellules.nml~l. Cette derniére est représentative de celle que
1'on retrouvait dans les puits-contrdles de microplaques aprés 8
jours d'incubation, et donc, de la biomasse maximale & partir de

laquelle l'extraction de 1'ATP était effectuée.

I1 fallut ensuite vérifier la linéarité du rendement de
1'extraction de 1'ATP pour différentes concentrations cellulaires.
Les figures 5 et 6 illustrent cette relation et indiquent qu'un
"quenching" n'intervient pas dans le cas du plus grand nombre d'al-
gues mesurées. Lors du dosage, nous nous sammes rendus compte qu'une
sous-estimation importante de 1'ATP cellulaire surver;ait lorsque
moins de 1 000 cellules étaient présentes dans le mélange du dosage
(figure 7). Cette quantité d'algues est représentative du seuil de
standardisation interne (figures 5, 6 et 7), et correspond a 1 000
cellules mesurées dans le mélange du dosage, & 5 x 104cellules.100ul~1
présentes dans le mélange d'extraction ou & 5 x 105cellules.mi~1 pré -

sentes dans un puits de microplaque.

Enfin, il restait d évaluer s'il survenait un changement

de pH dans le mélange du dosage lors de l'ajout du mélange d'extrac-



TABLEAU 7. DOSAGE DE L'ATP GHEZ L'ALGUE Selenastrum capricornutuml
PAR DEUX METHODES D'EXTRACTION DIFFERENTES

MELANGE D' EXTRACTION MELANGE DU DOSAGE ATP (fg) PAR CELLULFEZ C.V.5

ESSAI ( ECHANTTLI.ON/IMSO/MOPS)
J + L2 (0, 1mL/0, 9mL/5mL) 100ul, + 100uL, R-A 28,2 + 1,8 6,4
MODIFIEE3 (0,1mL/0,4nL/ —) 10uL, + 100ulL, R-A 30,1 + 2,2 7,2

Culture de six jours & 4 x 106 cellules.nL-l.

Méthode rapportée par Jakubczak et Leclerc (1980).
Méthode modifiée pour le travail avec S. capricornutum.

Valeur moyenne des triplicata et écart-type.
Ooefficient de variation (C.V.) exprimé en pourcentage.
C.V. = (Ecart-type) x 100

Moyenne

U1 W N =
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tion. A cette fin, nous avons préparé cing mélanges d'extraction
contenant chacun le volume requis de milieu nutritif AAM d@ cing pH
différents (tableau 8). On constata que des variations de pH du
milieu nutritif AAM n'avaient aucun effet sur le pH final du mélange
du dosage lorsque ce milieu était ajouté dans les proportions wvoulues
d la solution de DMSO. Ceci est important car le pH dans les puits
des microplaques pouvait atteindre 10 & la fin de la période d'incu-
bation (4 ou 8 jours). Il y a également lieu de souligner que le pH
final du mélange du dosage était trés woisin du pH 7,75 de rendement

optimal pour la réaction enzymatique avec les réactifs Lumac.

Nous avons d'ailleurs confirmé cette non-interférence du
pH sur 1'émission photonique en préparant des solutions de milieu AAM
a différents pH, lesquelles contenaient une teneur connue 4'ATP, et en
soumettant celles—ci aux mesures photométriques (tableau 9). Il n'y
avait pas de différence marquée, quant d 1'émission 4'URL, due au pH

original de 1l'échantillon (pH entre 6 et 10).

Ces exigences ont été vérifiées lors de croissances-
contrd8les. Tout d'abord, an ocbserva qu'aprés & jours de croissance
sur microplaque, les contréles s'avéraient assez homogénes, comme
1'indiquaient leurs coefficients de variation (tableau 10). En effet,
ceux-ci variaient de 4,5% a 13,9% alors que USEPA (1971) a établi la

limite de précision du test AAM utilisant S. capricornutum a un

coefficient de variation de 15%. Ces résultats témoignent aussi de
1'adéquation de 1'instrumentation utilisée et de la technique employée

pour la réalisation du microtest.
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TABLFEAU 8. EFFET DU pH DU MELANGE D'EXTRACTION SUR IE pH FINAL
DU MELANGE DU DOSAGE POUR IA MESURE [E L'ATP

MELANGE D'EXTRACTIONI pPH FINAL DU MELANGE
pH DU MILIEU AAM "pH DE LA SOLUTION DE DMSO DU DOSAGE2
6,0 5,25 7,61
7,0 5,25 7,65
8,0 5,25 7,64
92,0 5,25 7,59
10,0 5,25 7,63

1. Ia proportion du milieu AAM au DMSO est de 1:4.
2. la proportion du mélange d'extraction au mélange final du dosage
est de 1:2].
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TABLEAU 9. FFFET DU pH DU MELANGE D'EXTRACTION
SUR L'EMISSION LUMINEUSE [E L'ATP

pH de 1'échantillonl URL2 c.v.3

1897
1861
1773
1819
1792

109 5,8
174 9,3
114 6,4
153 8,4
97 5,4

[@2AXeRNo s BEN o))
{4l +i+] + +

1.

On mélange 10ul, d'une solution étalon A'ATP (1 ug.mL-1l) 3 990uL
d'une solution AAM ajustée d chacun des pH considérés.

Valeur moyenne et écart-type des mesures d'unités relatives de
lumiére (URL) effectuées en triplicata selon la méthode modifiée
d'extraction au DMSO (voir tableau 7).

Coefficient de variation (C.V.) exprimé en pourcentage.
C.V. = (Ecart-type) x 100
Moyenne
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TABLFAU 10. PRECISION DU BIOTEST ALGAL SUR MiCROPLAQUE:
COEFFICIENTS DE VARIATION (C.V.) POUR 18
MICROPLACUES—CONTROLES

C.V.* (en %)

4,5 5,4 6,0 6,2 6,5 6,9
7,0 7,2 7,2 7.3 7,6 8,1
8,4 9,3 9,8 11,3 11,6 13,9

* C.V. calculés & partir de dénambrements cellulaires au Coulter
obtenus aprés 8 jours d'incubation dans des puits de microplaques
(N=8 pour chaque valeur rapportée)

C.V. = (Ecart-type) x 100
Moyenne
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Une seconde preuve de précision du test algal est mis
en évidence au tableau 11. On y rapporte les coefficients de varia-
tion des croissances—contrdles cbtenus pour la totalité des divers
échantillons testés. Quelque soient les considérations paramétriques
(dénombrement et ATP) et la durée des tests CISO (4 heures, 4 jours

et 8 jours), ces coefficients de variation sont assez voisins.

La reproductibilité du microtest a été confirmée avec

le Cu++ pour des CIS50-4 jours:

CI50 de Cu++ CI50 de Cu++ CI50 de Cut+
Paramétre a l'essai #1 a l'essai #2 3 l'essai #3
dénorbrement 48, 4ug.1-1 44,3ug.L-1 46,4ug.1-1
ATP (URL) 54,0ug.L~1 54,0ug.L-1 53,0ug.L-1

1.3.d4 Comparaison entre les tests microplague et classique pour les

Etant donné l'utilisation fréquente du test classique
avec estimation de la toxicité CI50 par dénambrement cellulaire, il
était logique de comparer, en premier lieu, les résultats de ce test
avec ceux cbtenus par 1l'entremise du test microplaque pour le méme
paramétre. Dans cette section, on présente les résultats de toxici-
té obtenus en vue de cette camparaison avec 30 échantillons (figure
8): 9 CI50-8 jours ont été déterminés pour des effluents industri-
els (figure 8:A), 15 CI50~4 jours pour d'autres effluents indus-

triels (figure 8:B) et 6 CI50-4 jours pour des métaux (figure 8:C).



TARLFAU 11. PRACISION DU BIOTEST ALGAL SUR MICROPLAQUE: COFFFICIENTS [E
VARTATION (C.v.) DES CROILSSANCES—-CONTROLES FOUR LES DIVERS
ECHANTILIONS COMPARES

Paramétre CI50 C.V.* (en%)
Dénorbrement 4 jours 1,2 2,4 2,2 3,4 3,5 4,2 4,3 4,4 4,8 5,2 6,2 6,6 7,0 7,3
cellulaire 7,3 8,2 8,2 8,9 9,4 10,7 12,7 16,4 18,7
" 8 jours 1,1 2,1 29 2,9 2,9 3,0 3,8 7,1 7,4 12,6
1
ATP 4 jours 2,1 3,0 3,1 40 4,2 4° 6,4 68 7,1 7,3 7,4 7,5 83 9,2 9,6 ,8
9,9 10,3 12,8 16,7
" 8 jours 1,0 3,1 3,1 4,7 5,0 5,3 5,8 6,2 15,4
" ] 4 heures 1,9 2,3 3,1 4,7 4,7 5,7 7,1 7,7 9,2 9,2

* (N=3 pour chaque valeur rapportée)
C.V. = (Fcart-type) x 100
Moyenne
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Ces différentes CI50 sont rapportées sous forme d'écart ou les
valeurs inférieures et supérieures représentent les concentrations
expérimentales les plus voisines de celle ayant pu entrainer une
inhibition de 50% (exenmple, figure 8:A, effluent No. 1, test clas-
sique: CI50=1,56-3,13 v/v%; test microplaque: CI50=6,30-12,5 v/vg).
A la lumiére des résultats présentés a la figure 8, on constate qu'il
existe une concordance relativement bonne ‘entre les deux méthodes
comparées. Tout d'abord, a la section A, on se rend compte que les
réponses toxiques dbtenues par les deux méthodes tambent généralement
dans le méme écart ou dans un écart de toxicité immédiatement
adjacent, bien que deux résultats fassent exception d cette régle
(effluents 1 et 6). Dans la section B, le portrait comparatif de
toxicité entre les deux méthodes est trés senblable d celui constaté
A la section A. Quant & la section C qui concerne les métaux, la
concordance entre les méthodes s'avére également similaire a celle
observée pour les effluents; seuls les écarts de CI50 précisés pour

le Ni ne se chevauvent pas.

Nous présentons rmaintenant, d'une fagon similaire a la
précédente section, une comparaison de résultats de toxicité obtenus
lors de tests effectuds sur microplaques en fonction de trois mesures
paramétriques, soit le dénonbrement cellulaire, 1'ATP et 1l'observa-
tion visuelle. Cette comparaison a été effectuée entre les 3 para-

métres d partir de 9 effluents industriels testés pendant 8 jours,
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11 autres effluents testés pendant 4 jours et 6 métaux testés pendant
4 jours. Ia figure 9 expose les fourchettes de CI50 obtenues (par
exemple, section 9:A, effluent No. 1; 1: dénombrement cellulaire:
C150=6,25-12,5 v/v%; 2: ATP: CI50=12,5-25 v/v%;: 3: observation
visuelle: CI50=6,25-12,5 v/v%). En supplément aux paramétres du
dénonbrement cellulaire et de 1'ATP, l'observation visuelle directe
de la turbidité des microplaques a été ajo&tée a cause de sa grande
simplicité comme moyen d'examen préliminaire pour situer la toxicité
de divers types de prélévements. En considérant les résultats
présentés a la figure 9, on constate une assez bonne concordance
entre les trois paramétres comparés. De fait, tout d'abord a la
section A, on se rend campte, tout camme on l'avait observé dans le
cas des comparaisons entre les méthodes (figure 8:A), que les
réponses toxiques des trois paramétres considérés tombent généra-
lement dans le méme écart de toxicité ou dans un écart de toxicité
immédiatement adjacent. On note toutefois, en six occasions
(effluents 1, 3, 6, 8, 9 et 10), que les écarts de toxicité précisés
avec le dosage de 1'ATP sont un peu plus élevés que ceux déterminés
avec le dénombrement cellulaire. Une constatation analogue a été
faite par Truhaut et al. (1980), lesquels ont canparé la toxicité du

cadmium pour différents paramétres chez l'algue Chlorella wvulgaris.

Ils ont en effet cbtenu une CI50 plus haute avec 1'ATP qu'avec le
dénonbrement cellulaire (respectivement 1,50 et 0,6mg.L~1). Ils ont

également montré que le volume cellulaire moyen des algues augmentait
en fonction de la concentration du cadmium et que la teneur en ATP
d'une algue était proportionnelle & son volume. Compte tenu de ces

observations, il est possible que de plus grandes cellules présentes
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dans des concentrations inhibitrices de produits testés, tout en
étant moins nombreuses, puissent masquer l'effet toxique au niveau de
1'ATP de cette fagon. Quant au paramétre de l'observation visuelle
directe des microplaques, celui-ci senble s'accorder aussi bien avec
le dénombrement cellulaire qu'avec le dosage de 1'ATP en ce qui
concerne les écarts rapportés de CI50. Dans la.section 9B, le
portrait de toxicité interparamétrique apparait semblable a celui
constaté 3 la section 9A. La concordance interparamétrique des
résultats de toxicité exposés d la section 9C pour 6 métaux est
similaire a celle observée pour les effluents. Dans ce cas, on
remarque également des valeurs plus élevées lorsque les écarts de
CI50 sont déterminés & partir des dosages d'ATP plutdt qu'a partir
des dénombrements cellulaires. En général, les CI50-4 jours
rapportés pour les 6 métaux sont voisines de celles publiées par
Chiaudani et Vighi (1978), lesquels ont réalisé des biotests

classiques de croissance de 4 jours avec S. capricornutum.

1.3.f Comparaison entre durées pour le test algal microplague
Complémentairement d la comparaison interparamétrique de
toxicité sur microplaque, nous avons considéré le facteur durée et
nous avons décidé de raccourcir celui-ci de quelques jours a quelques
heures afin de vérifier s'il était possible de déceler trés rapide-
ment la toxicité sur microplaque avec un des paramétres expérimentés.
Pour cela, notre choix s'est porté sur 1'ATP aprés 4 heures du test

car Vasseur et al. (1981) ont montré la valeur prédictive du dosage
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de 1'ATP chez 1'algue Chlorella wvulgaris en comparant les réponses

toxiques obtenues aprés 2 et 6 heures d'exposition a différents

produits de nature inorganique et organique.

Nos premiers essais de 4 heures sur microplaque ont été
réalisés avec 4 des 11 effluents industriels qui ont servi a 1'étude
de camparaison interparamétrique de 4 jouré (voir figure 9:B et ta-
bleau 12). L'effluent 11 fut choisi a cause de sa forte toxicité
tandis que les trois autres (effluents 14, 17 et 21), l'ont été de
facon aléatoire. Signalons qu'ici 1'inoculum d'algues initial était
de 1 x 106 cellules.mL~l, comparativement & 1 000 cellules.ml-~1
pour les bioessais de 4 jours. Bormis cette exception, les autres
conditions expérimentales furent inchangées. Les CI50 ont été
déterminées en fonction des &missions d'URL des algues exposées; la
CI50 de l'effluent 11 a également été précisée en fonction de la
teneur d'ATP par standardisation interne. Comme 1'indiquent les
résultats du tableau 12, l'effluent 11, qui se révélait le plus
toxique aprés 96 heures, parmi les 4 effluents testés, exercait déja
une toxicité évidente sur les algues aprés seulement 4 heures.
Mentionnons aussi que ses valeurs CIS0 déterminées & partir des URL
ou & partir de la teneur en ATP étaient quasi semblables (respecti-
vement 5,4 et 6,2 v/v%). Quant aux trois autres effluents moins
toxiques aprés 96 heures, il n'ont montré aucune toxicité mesurable

aprés 4 heures d'exposition.



TABLEAU 12.

COOMPARAISON DE TESTS MICROPLACQUES DE 4 ET 96 HEURES REALISES

AVEC Selenastrum capricornutum POUR QUATRE EFFLUENTS INDUSTRIELS

Effluent® CI50 - 96 heuresl CI150 - 4 heuresl
Numéro Type Compte cellulaire ATP (URL) ATP (URL)2 ATP (fg.cellule-l)3
11 Cc 0,70 0,67 5,4 6,2
14 C 11,0 17,1 ND4 -
17 C 10,9 9,2 ND -
21 C 21,0 20,0 ND -

1
2.
3.
4
*

Les CIS0 sont exprimées en v/v% d'effluent.
CI50 calculdée en fonction des unités relatives de lumiéres (URL) mesurées par le photcmetre.

CI50 calculée selon la technique de standardisation interne.
. CI50 non-détectable (D>100v/v%).
Voir figqure 9B.
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Nos seconds essais de 4 heures sur microplaques ont été
faits avec deux métaux en solution (tableau 13). La précocité du
critére ATP pour mesurer une réponse toxique a trés court terme se
confirmait une fois de plus puisqu'on obtenait des CI50 relativement
basses aprés ce bref temps d'exposition. Ces essais ont eu lieu dans
un milieu ABM avec EDTA et dans un milieu sans EDTA.. Dans le cas du
Zn*+2, la CI50 n'apparaissait pas différente.en présence d'EDTA (CI50=
165ug.L-1) ou en absence de celui-~ci (CI50=175ug.L~1). En revanche,
1'EDTA avait eu une influence (probablement une camplexation) dans le
cas du (3+2, vu que l'on obtenait une CI50 située entre 210-420ug.L-1
lorsque 1'EDTA était absent durant 1'exposition et wne CI50 de 650ug.l-1

lorsque 1'EDTA était présent.

Ces divers résultats, bien que préliminaires, laissent
entrevoir la possibilité d'exploiter la mesure de 1'ATP dans des
microtests algaux de courte durée; ceci permettrait de dépister
rapidement les rejets susceptibles de produire des effets nocifs
marqués envers les populations de production végétale primaire des

cours d'eau récepteurs.

1.3. Etude statistique

Avant de tirer des conclusions, nous avons wvoulu con-
firmer statistiquement les principales indications fournies par nos
résultats. L'approche adoptée & cette fin consista, d'une part, a

effectuer une comparaison des valeurs moyennes par un test t de



OOMPARAISON [E TESTS MICROPLAQUES IE 4 ET 96 HEURES REALISES

TABLEAU 13.
AVEC Selenastrum capricornutum POUR DEUX METAUX
Ci50 - 96 heuresl CI5S0 - 4 heuresl
Métal
Dénarbrement cellulaire ATP (URL)2 ATP (URL)2 ATP (fg.cellule-1)3
7n+2 44,7 55,0 175(165)4 205
ca+2 50,0 54-81 210-420(650)4 -

W N

les CISO sont exprimées en ug.L-l.
CI50 calculée en fonction des unité
CI50 calculée selon la technicue de standardisation interne.

les résultats entre parenthéses indiquent les CI50-4 heures
les autres CI50-4 heures ont été obtenues en milieu AAM sans EDTA.

AAMM avec EDTA:

s relatives de lumiére (URL) mesurées par le photométre.

obtenues pour deux biotests réalisés en milieu
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Student et, d'autre part, en faisant appel d la régression linéaire,
a étudier les corrélations entre les méthodes ou les paramétres
utilisés. Ces analyses statistiques ont été faites & partir des CISO
obtenues par interpolation sur papier graphique ou, lorsque cette
interpolation n'était pas possible (voir fin 1.2.c), & partir des
médianes des fourchettes des CI50. Elles ont été agencées en deux

paliers, soit:

- 1'analyse "inter-méthode" entre les CI50 de dénombrements cellu-

laires obtenus avec le test classique et le test microplaque:

- l'analyse "inter-paramétre" entre les CI50 résultant du test
microplaque précisées par dénombrement cellulaire avec celles

précisées par mesure de 1'ATP (tableau 14).

Pour ces fins comparatives, les valeurs CI50 ont 4d'abord
été transformées en unités toxiques (UT = 100/CI50). Ensuite, afin
de mieux respecter la normalité des distributions, les valeurs de
toxicité (UT) ont été transformées en unités logarithmiques (tableau

15).

l1a camparaison des valeurs noyennes a été effectuée en
considérant séparément les données obtenues pour 4 jours de biotest,
pour 8 jours de biotest et pour l'ensemble (tableau 16). Les valeurs

de t n'ont mis en évidence une différence significative que pour deux



TARLEAU 14. CI50 EMPLOYEES POUR L'ANALYSE STATISTIQUE DES BIOTESTS ALGAUX
Test classique (8 jours) Test microplaque (8 jours)
Parametre Parametres }
chantillon Campte cellulalre Compte cellulalre ATP(URL)
' Valeur CISO Valeur CIS0 — Valeur CI50

Numéro* Ecart** Log-Probit*** Ecart** Log-Probit*** Ecart** Log-Probit***

1 1,57(47,1) - 3,13(87,7) 1,2 6,25(11,4) - 12,5(60,7) 11,0 12,5(16,8) - 25(91,7) -

2 1,57(25,4) - 3,13(82,2) 2,0 1,57(48,9) - 3,13(84,8) 1,8 1,57(35,2) - 3,13(53,6) 2,4

3 1,57(28,8) - 3,13(53,2) 2,7 1,57(35,4) - 3,13(51,4) - 3,13(35,3) - 6,25(95,7) -

4 6,25(44,7) - 12,5(90,0) 5,8 3,13(22) - 6,25(64,4) 5,2 - -

s 6,25(44,9) -~ 12,5(66,5) 7,2 2,85(21,7) - 11,4(75,7) 5,9 5,7(15,7) - 11,4(59, 3) 6,1

6 6,25(36,8) - 12,5(60,8) 9,0 25(9,7) - 50(51,1) 40,0 50(0) - 90,9(98,0) -

7 25(44,7) - 50(74,6) 29,0 25(0) - 50(78,5) - 25(0) - 50(70,3) -

8 12,5(17) - 25(51) 31,0 50(0) - 90,9(56,6) - $90,9(12,9) -

9 25(7,8) - 50(61,1) 45,0 25(30,9) - 50(90) 30 50(12,1) - 90,9(97,1) -

10 - - 25(19) - 50(55) 46 50(38,9) - 920,9(60) 70




Test classique (4 jours)

Test microplaque (4 jours)

Parametre Parametres
‘chantillon Compte cellulaire Compte cellulaire ATP (URL)
Valeur CIS50 aleur CI50 aleur CIS0
Numéro* Ecart** Log-Probit*** Ecart** [ og~Probit*** Ecart** Log—Probit**

11 0,7(10) - 1,4(59,6) 1,2 0,7(42,5) - 1,4(90) 0,7 0,45(24,8) - 0,72(53,8) 0,67

12 1,4(45,6) - 2,8(61,4) 1,7 0,36(43) ~ 0,7(55) 0,54 5,7(49,8) - 11,4(75,2) 4,2

13 6,25(45) - 12,5(76,1) 8,5 5,7(16) - 11,4(52,5) 11,4 - -

14 6,25(34,2) - 12,5(64,2) 9,0 5,7(15) - 11,4(53,7) 11,0 11,4(48,5) - 22,7(57,5) -

15 6,25(0) - 12,5(71,3) - 11,4(34,7) - 22,7(78,8) 15,0 11,4(36,3) - 22,7(91) 13,0

16 6,25(14,4) - 12,5(58,6) 13,0 11,4(33,3) 22,7(71) 15,0 - -

17 12,5(48,3) - 25(60,9) 15,5 5,7(33,9) 11,4(50,2) 10,9 5,7(22,3) - 11,4(79,2) 9,2

18 12,5(5,4) - 25(70) 22,5 11,4(0) - 22,7(61,1) - 11,4(17,8) - 22,7(61,4) 19,0

19 12,5(5,2) - 25(67,5) 23,0 11,4(25,1) - 22,7(66,1) 18,0 36(37,3) - 45(58) 42,0

20 12,5(2,4) - 25(71,2) 24,0 11,4(37,2) - 22,7(81) 14,0 - -

21 25(42,3) - 50(93,2) 27,0 11,4(7) 22,7(65,3) 21,0 11,4(44,1) - 22,7(58,8) 20,0

22 25(43,2) - 50(57,3) 37,0 22,7(36) - 45,45(53,1) 35,5 - -

23 50(44,9) - 100(80,2) 50,0 15,45(31,3) - 20,9(68,2) 58,0 45,45(47,5) - 72(60,6) 54,0

24 50(43,1) - 100(82,4) 55,0 ﬂ5,45(47,2) 90,9(86,7) 56,0 45,45(31,9) - 90,9(72,5) ~

25 >100 (N.D.) 2100 15,45(45,4) 90,9(54,1) - 290,2(36, 3) 290,9
Fchantillons précites aux figures 8 et 9.

« L'dcart dénote la fourchette de toxicité (en v/v3) pour les effluents dans laquelle se trouve la CI50; le pourcentage
d'inhibition (%) obtenu aux deux extrémités de la fourchette est indiqué.
* Lorsque possible, la valeur CI50 fut déterminée sur papier graphique.
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TABLEAU 15. VALEURS IOGARITHMIQUES [ES UNITES TOXTIQUES
EMPLOYEES POUR L'ANALYSE STATISTIQUE DES
BIOTESTS ALGAUX

Test classique Test microplaque
Campte cellulaire Compte cellulaire ATP

Fchan-  Duree
tillon* (jours) A B A B A B

1 8 1,92 - 0,96 1,05 - 0,75

2 8 1,70 1,65 1,74 1,65 1,62 1,65

3 8 1,57 1,65 - 1,65 - 1,35

4 8 1,24 1,05 1,28 1,35 -—

5 8 1,14 1,05 1,23 1,24 1,21 1,09

6 8 1,05 1,05 0,40 0,45 0,17

7 8 0,54 0,45 - 0,45 - 0,45

8 8 0,51 0,75 - 0,17 — —_

9 8 0,35 0,45 0,52 0,45 - 0,17
10 8 - -_— 0,34 0,45 0,15 0,17
11 4 1,92 2,00 2,15 2,00 2,17 2,24
12 4 1,77 1,70 2,27 2,30 1,38 1,09
13 4 1,07 1,05 0,%4 1,09 - —_—
14 4 1,05 1,05 0,96 1,09 0,79
15 4 —_ 1,05 0,82 0,79 0,89 0,79
16 4 0,89 1,05 0,82 0,79 — -_
17 4 0,81 0,75 0,96 1,09 1,04 1,09
18 4 0,65 0,75 -_— 0,79 0,72 0,72
19 4 0,64 0,75 0,74 0,79 0,38 0,40
20 4 0,62 0,75 0,85 0,79 — -
21 4 0,57 0,45 0,68 0,79 0,70 0,79
22 4 0,43 0,45 0,45 0,49 -_ -
23 4 0,30 0,15 0,24 0,19 0,27 0,24
24 4 0,26 0,15 0,25 0,19 - 0,19

4 -_ - - 0,19 - -

25

* Echantillons précités aux figures 8 et 9.

\: valeurs calculées & partir des CI50 déterminées par interpolation sur
papier log-probabilité.

3: valeurs calculées a4 partir des CI50 équivalant aux médianes de l'écart de
toxicité.



TABLEAU 16. VALFURS t DE COMPARAISON POUR LES RESULTATS DE TOXICITE OBTENUS (1)

PAR DENOMBREMENT CELLULAIRE A PARTIR DU TEST CLASSIQUE ET DU TEST
MICROPLAQUE (TCpc Vs MPpc) ET (2) PAR LE TEST MICROPLAQUE A PARTIR
DU DENOMBREMENT CELIULAIRE ET DE L'ATP (MPpc vs MPaTp)

Durce des biotests Technique TCDC Vs MPDC MPDC VS MPATP

( jours) ' Nombre de mesures t nanbre de mesures t
8 A 6 1,08 3 2,18
8 B 8 0,74 8 4,26%*
4 A 12 1,62 7 1,10
4 B 14 1,30 10 1,25

8et 4 A 18 0,18 10 1,46

8 et 4 B 22 0,31 18 2,44*%

* 0 3

*
»

CI50 déterminée par interpolation sur papler graphique.

CI50 déterminde a partir de la mddiane de 1'écart de toxicité.
différence significative avec 95% de probabilité.

différence significative avec 99% de probabilité.
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des six comparaisons réalisées entre les données de toxicité de

MPpc* et celles de MPATP*.

En conclusion, cette premiére analyse statistique con-
firme que le test microplaque apporte des résultats significativement
similaires a ceux du test classique et que, pour le test microplaque,
1'utilisation de 1'ATP au lieu du compte cellulaire peut donner
parfois des valeurs de toxicité significativement différentes et plus

faibles (voir tableaux 16 et 15).

Nous avons poursuivi 1'étude statistique entre les deux
méthodes ou les deux paramétres en procédant 3 une analyse de régres-—
sion linéaire. On a calculé les coefficients de corrélation (r)
entre chacune des séries présentées plus haut (voir tableau 15). les
résultats de ces calculs apparaissent au tableau 17. On constate que
les valeurs de r sont toutes supérieures a 0,8 & 1l'exception de la
corrélation MPpC versus TCpC (8 jours, technique A) o celle-ci est

égale 4 0,6.

La présentation graphique de ces données est exposée a
la figure 10. On note que sur les graphiques montrant MPpC en fonc-
tion de TCpC ainsi que MPATP en fonction de MPDC pour une durée

de 4 jours (techniques A et B), la distribution des valeurs est

*MPDC: Test microplaque par denombrement cellulaire.
MPATP: Test microplaque par mesure de 1'ATP.



TABLFAU 17. ' SOMMAIRE DES RELATIONS LINFAIRES OBTENUES ENTRE

DIFFERENTES METHODES DE MESURE DE IA TOXICITE ALGALE
Duree Technique Nambre de Coefficient de Equation de
Y : X (jours) mesures corrélation régression
MPpC TCpC 8 A 6 0, 600* -
MPpC TCpC 8 B 8 0,842 Y=1097 X - 0,186
MPDC TCDC 4 A 12 0,973 Y = 1,185 X - 0,075
MPpDC TCpe 4 B 14 0,925 Y =1,041 X + 0,042
MPDC TCpC 8 et 4 A 18 0,837 Y = 0,893 X + 0,091
MPDC TCDC 8 et 4 B 22 0,884 Y=1033 X - 0,012
MPATP MPpDC 8 A 3 - -
HMPATP MPDC 8 B 8 0,975 Y = 1,046 X - 0,241
MPATP MPDC 4 A 7 0,887 Y=0,744 X + 0,138
MPATP MPPC 4 B 10 0,803 Y = 0,689 X + 0,151
MPATP MPDC 8 et 4 A 10 0,910 Y = 0,812 X + 0,073
MPATP MPpC 8 et 4 B 18 0,864 Y = 0,810 X + 0,006
L‘r :  coelfficient de correlation non significatif a 953 de probabilite.
MP : test sur microplaque.
TC : test classique.
DC : dénambrement cellulaire.
A : CIS0 déterminée par interpolation sur papier log-Probit.
B : CIS0 déterminée 3 partir de la médiane de 1'écart de toxicité.
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FIGURE 10. COMPARAISON DES DROITES DE REGRESSION LINEAIRE OBTENUES ENTRE DIFFERENTES METHODES DE MESURE DE TOXICITE ALGALE.
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quelque peu asymétrique, deux points se retrouvant plutét éloignés du
nuage de points. Bien que ces deux points influencent le calcul du
coefficient de corrélation, leur position par rapport aux autres
points ne modifie guére la relation linéaire. L'examen graphique de
1'ensemble des résultats obtenus pour 4 et 8 jours de biotests montre
également que les relations entre les méthodes de mesure de bioessais

ne sont pas changées par la durée d'incubation.

Les équations significatives de régression linéaire
(voir tableau 17) pouvant servir pour estimer la valeur d'une
variable par rapport & une autre, nous avons voulu vérifier si le
modéle choisi Y = aX + b est différent du modéle théorique Y = X, ce
qui revient 4 vérifier si "a" est significativement différent de 1,0
et si "b" est significativement différent de zéro. Pour vérifier

cette hypothése, on calcule les intervalles de confiance (2 95%) de

ces paramétres a et b (Nie et al., 1975).

Ces intervalles de confiance sur les pentes (a) et sur
les ordonnées a l'origine (b) sont présentés respectivement aux
tableaux 18 et 19. Dans tous les cas, on observe que la valeur
unitaire pour la pente et la valeur nulle pour l'ordonnée a l'origine
tombent & 1'intérieur des intervalles de confiance & 95%. On
constate donc qu'on peut déterminer directement la valeur de Y &
partir de la valeur de X et que, par conséquent, il y a concordance

entre les différentes séries camparées.



TARLFAU 18. INTERVALLES DF. CONFIANCE A 95% SUR LFS PENTES DES EQUATIONS DE
REGRESSION POUR DIFFERENTES METHODES DE MESURE DF IA TOXICITE AIGAIE
Duree Nambre de Pente Ecart-~type Intervalle de

Y (jours) Technique mesures a Sa t & 95% | confiance & 95%
MPpC TCpC 8 B 8 1,097 0,287 2,447 | 0,395 4 1,799
MPpC TCpC 4 A 12 1,185 0, 0895 2,228 | 0,986 a 1,384
MPpC TCpC 4 B 14 1,041 0,123 2,179 | 0,773 & 1,309
MPDC 8 et 4 A 18 0,893 0,146 2,120 | 0,583 & 1,203
MPpC TCpC 8 et 4 B 22 1,033 0,122 2,086 | 0,778 & 1,287
MPATP MPpC 8 B 1,046 0,0971 2,447 | 0,808 4 1,284
MPATP | MPpe 4 A 7 0,744 0,173 2,571 | 0,299 & 1,189
MPATP MPpC 4 B 10 0,689 0,181 2,306 | 0,272 4 1,106
MPATP MPpC 8 et 4 A 10 0,812 0,131 2,306 | 0,510 & 1,114
. MPATP MPDC 8 et 4 B 18 0,810 0,118 2,120 | 0,560 & 1,060

L

N.B. Voir tableau 17 pour la légende des abreviations.



TABLEAU 19. INTERVALLES DE CONFIANCE A 95% SUR LES ORDONNEES A L'ORIGINE DES FQUATIONS
DE REGRESSION POUR DIFFERENTES METHODES DE MESURE DE LA TOXICITE ALGALE
Duree Narbre de Ordonnee a Ecart-type Intervalle de

Y X (jours) Technique mesures l'origine b Sb t 4 95% | confiance a 95%
MPpC TCDC 8 B 8 -0,186 0,317 2,447 -0,962 & 0,590
MPpC TCDC 4 A 12 -0,075 0,089 2,228 -0,273 4 0,123
MPDC TCDC 4 B 14 0,042 0,123 2,179 -0,226 & 0,310
MPDC TCDC 8et 4 A 18 0,091 0,164 2,120 ~0,257 & 0,439
MPDC TCDC 8 et 4 B 22 -0,012 0,127 2,086 -0,277 & 0,253
MPATP MPDC 8 B -0,241 0,103 2,447 -0,493 & 0,011
MPATP MPDC 4 A 7 0,138 0,231 2,571 -0,456 & 0,732
MPATP MPDC 4 B 10 0,151 0,216 2,306 -0,347 & 0,649
MPATP MPDC 8 et 4 A 10 0,073 0,172 2,306 -0,324 a 0,470
MPATP MPDC 8 et 4 B 18 0,006 0,134. 2,120 ~-0,278 a 0,290

.B. Voir tableau 1

pour la légende des abreviations.
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En conclusion, la seconde analyse statistique explicite
qu'il existe une bonne concordance entre les méthodes classique et
microplaque pour le dénombrement cellulaire ainsi qu'entre le compte
cellulaire et la mesure de 1'ATP pour le test microplacque. Dans les
deux relations étudiées, le niveau de corrélation linéaire est élevé,
que 1l'on considére les tests de 4 jours, de 8 jours ou l'ensemble des
tests ou que les CIS50 soient obtenues par interpolation graphique ou

par la médiane de l'écart de toxicité.
1.4 Samaire

Les travaux réalisés pour le développement d'un test
algal "microplaque" ont démontré ses divers avantages. Simple,
rapide et pratique au niveau de sa réalisation expérimentale, ce
microtest s'avére polyvalent, quant au choix de la durée de 1'expo-
sition toxique et du paramétre de mesure de la toxicité. Lorsqu'on
le compare au test classique, il y a une bonne concordance des
résultats de toxicité entre les deux méthodes pour des CI50 de 4 ou 8
jours par dénombrement cellulaire. Une bonne concordance est
également dbservée aprés des durées semblables de biotests entre les
CI50 obtenues par dénombrement cellulaire et celles obtenues par
mesure de 1'ATP pour le test microplaque. L'utilisation d'un micro-
test algal de 4 heures, faisant appel au dosage de 1'ATP camme mesure
de toxicité, semble également prametteur quant & son utilité 3 mettre
rapidement en évidence une écotoxicité flagrante de rejets liquides

envers le phytoplancton.
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1.5 Perspective

Nous sommes enclins 3 penser qu'un tel test miniaturisé
offre des perspectives d'avenir pour la réalisation de biotests
algaux de dépistage dont les résultats pourront, selon le besoin et
la rigueur requise, étre ensuite confirmés par d'autres bioessais.
Nos travaux sont, assurément, loin d'étre camplets, car il existe la
possibilité de considérer d'autres paramétres de mesure de toxicité
en plus de ceux déja utilisés. Par exemple, 1l'absorbance et la
fluorescence, pour lesquels des instruments peuvent effectuer la
lecture dans les puits des microplaques, permettraient d'automatiser
davantage le microtest et d'éliminer virtuellement tout traitement
ultérieur des données grice a wne interface avec un micro-ordinateur.
Enfin, il est possible d'appliquer la méthode des microplaques a
d'autres bioessais avec d'autres types d'organismes pour évaluer 1la

qualité du milieu aquatique.
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CHAPITRE 2:

EXPERIMENTATION DU PARAMETRE ATP DES POISSONS FOUR EVALUER

L' ECOTOXICITE SUBLETALE
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2.1 CONTEXTE

Lors de réunions scientifiques récentes (Leclerc et Dive,
1982; McKay, 1983, Persoone et al., 1984), on a souventes fois sou-
ligné la nécessité de mettre en oeuvre des stratégies écotoxicologi-
ques incluant des espéces indicatrices importantes pour les évalua-
tions des niveaux létal, sublétal et chroﬁique afin de prévoir les
répercussions des agressions toxiques sur le milieu aquatique. Par
exemple, 1'OCDE recommande l'application de trois biotests standar-
disés avec algues, daphnies et poissons pour étudier les produits
chimiques (OCDE, 198la). Au Canada, bien que certains types d'efflu-
ents industriels soient réglementés ou surveillés par des biocessais de
1étalité aigué & court terme normalisés pour la truite arc-en-ciel
(Environnement Canada, 1980a), il y a une carence de méthodes de
prévision pour préciser les concentrations d'eaux résiduaires qui ne

présentent pas de danger sublétal.

Malgré qu'il soit impératif que des tests de toxicité
létale aiqué 4 court terme, comme la détermination de la CL50* chez
les poissons, soient maintenus afin de fournir un indice minimal pour
formuler des lignes directrices ou pour s'assurer de la oconformité des
effluents industriels aux réglements établis, ceci ne constitue que la
toute premiére étape de mesure de protection environnementale. Alors

que les individus morts constituent un paramétre facile a mesurer,

¥CT.B0: Concentration létale pour 50% des individus pendant une quree
précise.
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tous les survivants des épreuves de toxicité létale sont considérés de
fagon erronée comme appartenant & une seule catégorie. En effet, tous
les survivants n'ont pas un état physiologique identique aprés une
exposition & un agent toxique. Compte tenu de ceci, il faut avoir
recours a une mesure expérimentale permettant de mieux définir 1'état
de santé réel des survivants de cette "zone grise". Les tests
sublétaux du type éthologique (par exemple, évitement et capacité
natatoire) ont certes une valeur indéniable quant a la précision
qu'ils apportent pour prédire les concentrations non bionocives
d'effluents déversés dans des cours d'eaux (Hadjinicolaou, 1983:
Thellen, 1983). Ces tests, cependant, n'indiquent pas si la réaction
éthologique, face & une agression sublétale quelconque, est
nécessairement accompagnée d'un véritable état de stress chez
1'organisme soumis & 1'exposition toxique. Nous avons dés lors pensé
que l'utilisation d'un critére de mesure direct du stress chez le
poisson serait un important camplément d'information s'ajoutant aux

données de 1étalité aiqué.

Afin de déterminer 1'état physiologique d'organismes
divers exposés & un stress environnemental, différents paramétres
biochimiques peuvent étre étudiés. Entre autres, la mesure des
nucléotides adénylates est recammandée a cette fin (Karl, 1980). ILeur
présence ubiquiste & 1'intérieur de toute cellule vivante ainsi que
leur participation dans la plupart des réactions anaboliques et

cataboliques en font des composés de choix (Karl, 1980).
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L'exploitation paramétrique des adénylates pour démontrer
1l'effet d'une quelconque agression toxique se trouve davantage justi-
fiée par le fait que ceux-ci constituent le pool énergétique de la
cellule. Ainsi, toute modification des teneurs individuelles normales
(AMP, ADP cu ATP) des nucléotides adénylates ou de la same de celles-
ci refléte un changement dans 1'énergie métabolique disponible au
niveau cellulaire et, donc, un niveau altéxié de vitalité. Tout chan-
gement dans les proportions des nucléotides adénylates est également
indicatif d'une répercussion sur le plan cellulaire. Pour cela, on
étudie la charge énergétique des adénylates (CEA), laquelle quantifie
1'énergie disponible dans le pool énergétique cellulaire et est défi-
nie par 1l'équation suivante (Atkinson, 1977):

CEA = ATP + % ADP
ATP + ADP + AMP

Généralement, les valeurs CEA se maintiennent a 1'inté-
rieur d'une plage variant entre 0,87 et 0,94 chez les organismes non
stressés et descendent en dessous de ces valeurs en conditions de
stress (Atkinson, 1977). Plusieurs études récentes font état de l'em-
ploi de un ou plus des cing paramétres (AMP, ADP, ATP, samme de AMP +
ADP + ATP et CEA) qu'offrent les mucléotides adénylates pour détermi-
ner des effets toxiques sublétaux chez des organismes variés. Ces
études ont été faites avec des bactéries (Karl, 1980; Martin et al.,
1980), des algues (Jeanjean, 1976; Couture et al. 1981, Vasseur et

gi., 1981, Blaise SE.EE! 1984), du microplancton marin (Romano et

Daumas, 1981; Fitzwater et al., 1983), des mollusques (Rainer et al.,

1979; Ivanovici, 1980), des crustacés (Haya et al., 1983a) et des



poissons (Driedzic et Hochachka, 1976; Jorgensen et Mustafa, 1980;

MacFarlane, 1981; Vetter et Hodson, 1982; Haya et al., 1983b).

En ce qui concerne les adénylates chez les poissons,
Vetter et Hodson (1982) ont signalé 1l'effet de 1'hypoxie sur certains
adénylates et sur la CEA dans le muscle blanc de 11 espéces estuari-
ennes. De fait, leurs données montrent Iclairement que 1'hypoxie
entraine une diminution de la respiration et, subséquemment, une
baisse importante de 1'ATP dans le muscle blanc des poissons. Si
1'hypoxie produit un tel effet, nous avons supposé que, parmi la gamme
d'agents toxiques dans les différents effluents industriels, il y en a
probablement plusieurs qui peuvent induire une inhibition serblable
des taux A'ATP dans le muscle blanc de la truite. En choisissant ce
paramétre sub-cellulaire représentatif, nous avons cherché a montrer
le stress physiologique auquel la truite arc-en-ciel est soumise lors
d'une exposition de 96 heures (court terme) 3 plusieurs effluents
industriels. Nous n'avons retenu que 1'ATP parmi les adénylates
susceptibles de révéler un effet de stress chez le poisson car il
fallait assurer, tout d'abord, la réussite méthodologique de ce
travail expérimental. D'autre part, certaines études suggérent que
1'ATP peut étre aussi sensible (Vetter et Hodson, 1982) et méme plus
sensible (Driedzic et Hochachka, 1976) que la CEA pour repérer des
conditions de stress dans le muscle blanc chez le poisson. Dans ce
chapitre, nous exposons la recherche méthodologique que nous avons

réalisée en vue d'évaluer la concentration du seuil de stress pour des
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effluents industriels. Nous indiquons les résultats obtenus lors de
ce travail et nous proposons des utilisations et applications possi-
bles de cette méthode pour les activités en rapport avec la protection

de 1'environnement.

2.2 Matériel et méthodes

2.2.a Echantillons

Sept effluents industriels ont fait l'objet de 1'étude
présente: cing de ceux-ci étaient originaire de 1'industrie des pites
et papiers, alors que les deux autres provenaient de technologies
liées & la production chimique (pigments de peinture, polyméres,

munitions, etc.).

2.2.b Protocole général

Pour préciser le seuil de stress chez la truite arc-en-
ciel, nous avons voulu viser une simplicité méthodologique. En
réalisant le bioessai standardisé de toxicité létale aigqué de 96
heures pour déterminer la CLS50, nous réalisions, concurremment,
1'évaluation du stress car ce sont les survivants du biotest CL50 qui

servent & mesurer les taux d'ATP.

De plus, nous avons choisi d'évaluer l'effet de stress

dans le tissu musculaire blanc pour les quatre raisons qui suivent:



(1)

(ii)

(iii)

(iv)
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d'importantes fluctuations en concentrations d'adé-
nylates peuvent s'y manifester & cause de la nature
active d'un tel tissu contrairement, par exemple, a

un tissu adipeux (Vetter et Hodson, 1982);

les teneurs Q'ATP y sont plus élevées qu'ailleurs
(par exemple, il y a reépectivement 1,07 et 7,76
umoles ATP.g-l de poids frais dans le foie et 1le

muscle chez les tacons de Salmo salar selon Haya et
al, 1983b); ceci devrait favoriser une bonne
sensibilité de mesure; notohs, en plus, que le
muscle est le tissu le plus important, sur le plan
quantitatif, du métabolisme énergétique (Van den

Thillart et al., 1980);

la dissection s'avére plus aisée pour prélever du
tissu musculaire que du tissu interne; ceci se
révéle déterminant car la rapidité d'exécution est
critique & cette étape de la procédure afin de ne
pas occasionner des modifications des teneurs en

ATP;

la constance inter-spécifique des teneurs des adé-
nylates dans le muscle blanc est une caractéristi-
que qui favorise leur emploi en tant qu'indicateurs
de stress chez les poissons (Vetter et Hodson,

1982).



-83-~

Les différentes étapes de la procédure méthodologique sont décrites de

fagon schématique a la figure 11.

2.2.c Bioessai de toxicité létale aigu&
Nous avons utilisé la méthode normalisée recommandée par
Environnement Canada (1980a) pour des bioessais statiques de CL50-96

heures avec des alevins de truite arc-en-ciel (Salmo gairdneri

Richardson). Les bioessais ont été effectués dans des contenants
renfermant un volume d'échantillon de 60L et 10 poissons (taille; de
5,0 - 7,5 cm, poids; 1,6 — 4 g) pour chaque concentration. L'oxygéne
dissous, la température et le pH ont été mesurés a des intervalles
donnés pour s'assurer que la létalité et le stress étaient réellement
induits par les concentrations de l'effluent et non par ces trois

paramétres.

2.2.d Mesure du seuil de stress

(1) Transfert des poissons

Soixante—douze heures aprés le début du bio-test (CL50-96
heures), une sélection aléatoire de cing poissons est faite dans les
concentrations du bioessai qui n'avaient causé aucune mortalité.
Chaque poisson est individuellement transféré dans un bécher en
polyéthyléne rigide d'une capacité de 5L qui contient 2L d‘'effluent

(ou d'eau~contrdle) provenant de chacun des volumes de 60L utilisés
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FIGURE 1. VUE SCHEMATIQUE DE LA PROCEDURE POUR MESURER L'ATP DANS LE MUSCLE BLANC CHEZ LA TRUITE ARC-EN-CIEL.
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pour le biotest CL50 aux diverses concentrations sublétales. Chaque
bécher de 5L est en fait un modéle réduit des réservoirs d'essai de
60L et est doublé d'un sac de polyéthyléne transparent, également
d'une capacité de 5L. Dans ce dernier, il y a un cylindre en
plastique Vexar (Dupont) & filet maillé (avec couvercle) congu pour 1)
faciliter les observations des poissons, 2) reproduire un milieu
aquatique plus sombre et par conséquent plus réaliste et 3) confiner
les poissons. Chaque réservoir de 5L est ensuite placé dans des
boites compartimentées dans lesquelles les contrdles de 1l'aération, de
la température et du pH sont assurés comme précédemment (voir 2.2.c).
L'attribution de compartiments individuels aux poissons survivants
aprés 72 heures est essentielle pour éliminer le stress indésirable
qui autrement se manifesterait lors de la capture séquentielle aprés
les 96 heures du bioessai CL50. Selon notre procédure, les poissons
transférés sont effectivement soumis au choc du transfert & 72 heures:
ils ont cependant 24 heures pour récupérer du stress induit par cette

courte manipulation.
(ii) Anesthésie

A la fin du biotest CL50, on anesthésie chaque poisson &
1'aide de 30mL d'une solution de 10g/L de méthylsulfonate de tricaine
(MS222, sandoz) introduite dans chaque bécher au moyen d'une seringue
dont 1'extrémité est prolongée par un tube en plastique souple de 60cm
(Tygon). la solution de MS222 est dispensée quelques centimétres

au-dessus de 1'échantillon A'effluent ou de la solution témoin en un
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seul mouvement continu de fagon a reproduire une averse ou 1l'effet
d'une chute d'eau. De cette fagon, les poissons ne sont pas perturbés

et sont en général anesthésiés en 1l'espace de 30 a 60 secondes.
(iii) Dissection

Environ 100mg de muscle blanc dorso-latéral sont prélevés
sur le cbté droit de chaque poisson. Le tissu disséqué est inmédiate-~
ment lavé dans une solution physiologique (0,85 % de NaCl), essuyé
briévement, enveloppé déns uné pellicule plastique de type Saran (5 x
5cm), placé dans une pince a congélation (instrument "freeze-clamp"
selon les spécifications du Dr Vinay, Tipal Instruments Ltd., Montré-
al) refroidie au préalable & -190°C au moyen d'azote liquide et soumis
4 une pression d'environ 100kg/cm2. Taut ce travail est effectué en
général en 60 + 10 secondes. Tous les tissus de poisson traités de
cette fagon sont ensuite temparairement entreposés dans un récipient

Dewar de 2L contenant de l'azote liquide.
(iv) Broyage des tissus
Chaque échantillon ainsi congelé est ensuite pulvérisé en

une fine poudre & l'aide d'un mortier et d'un pilon en porcelaine

gardés constamment dans un bain d'azote liquide.
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(v) Mesure du poids des tissus et extraction de 1'ATP

Chaque échantillon de muscle pulvérisé est introduit par
la suite dans un tube a centrifugation de polystyréne (Corning) stérile
de 15mL préalablement pesé (balance Mettler AE 160) avec 2mL de DMSO*
(pureté de 99,8%) pour l'extraction de 1'ATP. Chaque tube est ensuite
agité au vortex pendant 15 s et pesé de nou;veau: on obtient alors, par
différence, le poids frais en mg de muscle blanc gqui sera soumis au
dosage. On rajoute ensuite 8ml, de tampon MOPS** A chaque tube. Tous
les tubes sont capuchonnés, agités pendant 20 s et entreposés dans un
congélateur (-20°C) lorsque les dosages d'ATP ne peuvent pas étre
effectués le méme jour. Notons que les proportions de DMSO et de tampon
MOPS utilisées pour l'extraction de 1'ATP des truites sont les mémes que
celles rapportées par Jakubczak et Leclerc (1980) pour l'extraction de

1'ATP bactérien.
(vi) Dosage de 1'ATP

Les émissions de photons (unités relatives de lumiére =
URL) ont été mesurées avec un luminométre Iumac/3M (Bio—-campteur Modéle
M2010). Tous les réactifs et le matériel nécessaire pour déterminer les
URL et pour effectuer le dosage de 1'ATP proviennent de 1la firme Lumac

(Réactif ILumit PM Luciférase-Luciférine, tampon Lumit, étalons d'ATP,

* DMSO: Damethylsulfoxyde
** Ie tampon MOPS contient du 4-morpholinopropylsulfonate a& 0,2%, du
NaOH a 0,03% et du MgSO4 a 0,006%: 1l'ajustement du pH est 4 7,4.



lumacuvettes). Le contenu du mélange d'extraction pré-décrit a la
section (v) est, si nécessire, décongelé et ensuite centrifugé pendant 20
minutes & 1 900g (centrifugeuse Damon/IEC, modéle HN S II). Afin de
réduire au maximum le "quenching" et de situer les mesures dans un
intervalle 4'URL sans artéfact (entre 500 et 5 000 URL), le mélange
d'extraction est dilué deux fois de suite pour donner un mélange de

dosage destiné 3 la luminométrie, tel qu'indiqué ci-dessous.

Dilution de 200 500x menant a la mesure lumincmétrique

Mélange " Mélange : Mélarige de Luminométrie**

d'extraction intermédiaire dosage

Tissus (x mg) Mélange d'extrac- Mélange inter- Addition de 100uL

DMSO (2milL) tion (25ul) médiaire (20uL) de réactif Lumit

MOPS (8mL) MOPS 10mL Tampon A (200uL)* PM et intégration
en mode pic durant
10s.

-

* Tampon A; tampon Lumit avec 10 mMKCL.

** [a perte d'ATP pendant toute la dilution n'excéde pas 5% comme nous
l'avons vérifié en ajoutant des concentrations connues d'ATP 3 des
mélanges d'extraction.

Les mesures A'URL ont été effectuées en duplicata a partir du
mélange d'extraction de chaque tissu étudié. Iorsque 1l'écart entre les
deux mesures d'URL était supérieur a 103, un troisiéme échantillon était
analysé pour valider l'une des deux mesures enregistrées. Quand le
dosage de 1'ATP était fait ocoamme tel, on utilisa la technique de stan-
dardisation interne (Bulletin de la firme Lumac sur la standardisation

interne et wvoir 1.2.d4).
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(vii) Traitement des données

Les URL ont été rapportées en URL.mg—l de poids frais de
muscle blanc et leurs valeurs chez les poissons exposés aux effluents
ont été comparées a celles des poissons—contrdles sur une base de pour-
centages. lLors de ces calculs, nous avons déterminé.les écarts—type de
ces pourcentages. De cette fagon, une ooncéntration minimale de stress
(QMS) a été estimée pour chaque échantillon d'effluent étudié; lorsque
la QS ne pouvait étre atteinte, nous avons rapporté une valeur indéter-
minée, soit QMS plus petite ou plus grande qu'une concentration donnée.
La (MS était comparée 3 la valeur correspondante de la CL50 et les
rapports CL50/QMS ont été calculés. Quand le dosage de 1'ATP fut
réalisé par standardisation interne, sa teneur fut exprimée en umle
d'ATP.g-1 de muscle. L'exemple suivant permet de suivre le cheminement

de ce calcul:

Données expérimentales

URL (échantillon) : 4922
URL (échantillon + 10-3ug ATP): 11605
Poids du muscle dans le

mélange d'extraction : 53, 3mg
Poids moléculaire de 1'ATP : 507, 2
Facteur de dilution du mé-

lange de dosage en fonction

du mélange 4d'extraction : 200 500X

a) Poids du muscle dosé

(53,3 x 10-3)g = 2,7 x 10-7g
300 500

b) Relation (ATP)/URL selon standardisation interne

10—-3ug ATP = 1,5 x 10-7ug ATP.URL-1
(11 605 - 4922) URL
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c) (ATP) dans 1'échantillon

1,5 x 10-7ug ATP x 4922 URL = 7,36 x 10-4ug ATP
URL

d) (ATP) en ug.g-l de muscle

x 10—4ug ATP = 2 727,76ug ATP.g-1
,7 x 10-/g

7,36
2

e) umwle d'ATP.g-1 de muscle

2 727,76ug ATP.g-1 = 5,4umwle ATP.g-1 -
507, 2ug '

2.3 Résultats et discussion

2.3.a Vérifications préalables pour la mesure de 1'ATP

Pour vérifier la relation entre le poids du muscle et les
URL, une expérience a été faite avec dix-huit poissons-contrdles dont
les poids frais de tissu musculaire variaient de 14,5 a 40,3mg. La
relation poids (mg) versus URL est illustrée 3 la figure 12:A; celle-ci
montre que 1'ATP est extrait selon un rendement identique indépendant du
poids de muscle dosé. Nous avons répété cette expérience avec dix
autres poissons-contrdles en variant davantage le poids de muscle dosé
(de 15,8 & 926,3mg). La relation poids (mg) versus URL se trouve
reconfirmée, conme la démontre la fiqure 12:B. Les résultats de ces
deux premiéres expériences indiquaient donc la fiabilité des techniques
d'extraction et de dosage retenues pour quantifier 1'émission lumineuse
d'ATP du tissu musculaire. Rappelons ici qu'il existe un facteur de
dilution important (=200 500x) entre le mélange d'extraction et le

mélange du dosage afin de pouvoir réaliser les mesures d'URL a

1l'intérieur d'une fourchette appropriée (voir 2.2.4 vi). Ce facteur de
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dilution présente sans doute l'avantage d'éliminer virtuellement tout
"quenching” pour la réaction lumineuse. FEn résumé, la linéarité entre
lumiére émise vs poids (mg) est trés forte, ainsi que 1l'indique 1le

récapitulatif statistique suivant:

Experience = r rs t Probablllté
1 (figure 12:A) 0,939 0,88 10,96 99,9%
2 (figure 12:B) 0,980 0,96 13,82 99,9%

Pour les deux expériences décrites d la section précédente,
nous avons également établi les teneurs d'ATP du tissu musculaire en
umole ATP.g-l par standardisation interne. I1 nous est apparu opportun
d'effectuer une comparaison entre les URL.mg~l et les umoles d'ATP.g-l
pour le muscle blanc en vue d'éviter de recourir d la standardisation
interne afin de calculer les teneurs exactes d'ATP. De cette facon, on
simplifierait les manipulations expérimentales lides au dosage des
prélévements et on bénéficierait d'une économie importante du réactif
enzymatique Lumit. Les droites de régression linéaire obtenues pour
cette comparaison se trouvent illustrées d la figure 12:C et D, laquelle
met bien en évidence la relation existant entre les données comparées.
Le bilan statistique suivant confirme, d'ailleurs, la relation existant
entre la lumiére émise exprimée en URL.mg~l et le dosage de 1'ATP expri-

mé en umole ATP.g-1:
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Experience r rs t Probabilite
1 (figure 12:C) 0,969 0,94 15,80 99,9%
2 (figure 12:D) 0,926 0,86 6,93 99,9%

On remarque également que les intervalles de confiance a
95% (figure 12:C et D) montrent la précision et la fiabilité de la
prédiction des valeurs d'ATP a partir des rapports URL.mg-l. Par exem-
ple, & un tel niveau de confiance, une valeur de 140 _URL.n’g-l se tra-
duit en une valeur ATP conprise entre 4,30 et 5,21 unole ATP.g-l en ce

qui oconcerne la figure 12:C.

Ces divers résultats nous permettaient de procéder direc-—
tement 4 la mise en évidence d'un stress chez la truite a partir des

rapports URL.mg—1l.

A l'aide d'une seule expérience, cn a pu s'assurer de la
précision et la "reproductibilité" de la méthode de mesure de 1'ATP en
les évaluant 3 partir de sous-échantillons de tissu musculaire
entreposés 4 -20°C pendant des durées différentes. La précision
ressort lorsqu'on examine les coefficients de variation obtenus qui se
situent entre 0,9 et 7,9% (tableau 20). Il y a stabilité de 1'ATP
dans les mélanges d'extraction entreposés & -20°C pour une période

d'au moins 37 jours car les dosages réalisés aux jours 0, 12 et 37



TABLEAU 20.

TENEURS D'ATP (umle.g-l) DOSEES DANS LE MISCLE

BLANC DE IA TRUITE ARC-EN-CIEL1l

{ DosageZ au jour 0

DosageJd au jour 12

Dosages au jour 37

Poisson | Poids du tissu X(umole ATP.g‘l) c.v.{poids du tissu T(umole ATP.g'l) c.vi Eoids du tissu X(umole A'I'P.g‘l) c.vt
mg) _(mg) (mg)
22,3 6,5(0,3)5 4,6 28,0 6,2(0,2)5 2,5 18,9 6,1(0,5)5 7,7
20,3 6,5(0,1) 1,8 23,7 6,5(0,1) 0,9 16,0 6,2(0,5) 7,9
14,6 6,3(0,2) 2,7 29,5 6,1(0,2) 2,5 13,7 6,1(0,2) 2,8
26,9 6,3(0,3) 4,2 21,6 6,2(0,2) 3,3 19,9 6,5(0,2) 2,4
17,5 6,9(0,2) 3,0 26,6 6,9(0,5) 6,9 14,4 6,7(0,3) 5,2 i

bW

1es dosages ont &té realisés en triplicata pour chacun des 5 polssons par série.
Le jour O correspond & la journée de 1'extraction de 1'ATP du tissu.
Le dosage a eu lieu aprés 12 ou 37 jours de congélation & -20°C.

Coefficient de variation exprimé en pourcentage (=Ecart-type x100/X).
La valeur entre parenthése est celle de 1l'écart-type pour n=3 dans tous les cas.
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pour les cing poissons analysés ne présentaient pas de différences
significatives (test t pairé avec 95% de probabilité). En plus de
nous indiquer l'avantage de ne pas avoir a réaliser la mesure de 1'ATP
la journée méme de son extraction, cette constatation de stabilité

4

témoigne de la "reproductibilité" de la méthode.

2.3.c Conparaison des teneurs d'ATP du muscle obtenues chez la truite

arc-en—ciel avec celles d'autres poissons

En tout, 36 poissons—contrdles ont servi pour le calcul
des teneurs en ATP (umole.g—l) présentes dans le tissu musculaire blanc
chez la truite arc-en-ciel. Le bilan statistique se rapportant a ces

données est détaillé ci-aprés:

Poissons testés Moyenne FEcart-<type Valeurs extrémes Valeurs extrémes C.V.3
de 1 'ecart-type pour n=36

36 6,52 0,9 5,6 - 7,4 5,0 - 8,5 13,8%

1. Voir fiqures 12:C (n=18), 12:D (n=10) et 13:A"(n=3) et tableau 20 (n=5
au jour 0).

2. Teneurs G'ATP en umwle.g~! de miscle blanc.

3. Coefficient de variation en pourcentage.

Nous avons voulu vérifier la représentativité de ces
données dbtenues pour le miscle blanc chez la truite arc-en-ciel en
les comparant avec celles rapportées pour d'autres espéces ichthy-
ennes. A cette fin, nous présentons un sommaire des principales

données dont fait état la littérature a ce sujet:



Espéce(s) étudiée(s)

Cyprinus carpio 4,12 - Driedzic et Ho-
(carpe) chachka, 1976.
Salmo salar 7,76 tacons avec Haya et al, 1983b.
(saumon de 1'atlan- (n=6) poids moyen -
tique) de 32,7 g
Gadus morhua 5,34 - Jones et Murray,
(morue) 1960.
Platichthys flesus 4,63 - Jorgensen et Mus-
{(plie) tafa, 1980.
11 espéces de poissons 3,91 4 6,59 poissons de Vetter et Hodson,
d'estuaires 4-11lcm 1982.
Salvelinus fontinalis 6,05 * 0,32 poissons accli- Walesby et John—
{omble de fontaine) (n=10) matés 10 semai- ston, 1980.

nes a 24°C
Carassius auratus 5,46 + 0,56 poissons accli- Van den Thillart,
(poisson rouge) (n=4) matés 2 mois 1980.

unole ATP.g-1

Remarques

Références

a 20°C (poids:
118 + 14,5 g)

On constate que les teneurs que nous avons obtenues pour le
muscle blanc chez la truite arc-en-ciel se retrouvent a 1'intérieur de
la plage de valeurs rapportée dans la littérature pour un tissu iden-
tique chez des espéces ichthyennes différentes. Plus précisément, nos
données se rapprochent davantage de celles précisées pour des espéces

dont l'activité natatoire est élevée (Par exemple: 7,76 chez Salmo

salar selon Haya et al., 1983b; 6,59 chez Peprilus alipidotus selon

Vetter et Hodson, 1982 et 6,05 chez Salvelinus fontinalis selon Walesby

et Johnston, 1980). Nous en concluons donc que les teneurs rapportées
pour la truite arc-en-ciel sont représentatives en fonction de celles
existant dans la littérature. Ceci est également un argument d'appui
supplémentaire pour la validité de la procédure expérimentale développée

a cette fin.
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2.3.d Mise en évidence du stress ATP causé par des effluents industriels

La figure 13 illustre le stress causé au niveau de 1'ATP chez
des poissons exposés d des concentrations sublétales de sept échantil-
lons d'effluents industriels pendant une période de 96 heures. Les
valeurs déterminées ou plages de CLS50 et de CMS y sont indiquées pour
fins de comparaison. Signalons tout d'abérd que 1l'emploi du rapport
URL.mg-1 ou de la mesure de 1'ATP en umole.g-l donne une réponse de
stress virtuellement identique (figure 13:A et A'), ce qui confirme la re-
lation URL.mg-1 vs umole ATP.g-1 mise en évidence plus tét (voir 2.3.a).
Lors de l'expérimentation, différentes réactions ont été observées
allant d'une absence de stress (figure 13:F) Jjusqu'd 1l'obtention d'un
seuil de stress trés élevé (figure 13:A, CMS <0,16%). Entre ces deux
extrémes, il y a des réactions intermédiaires (figures 13:E, 13:D, 13:G,
13:C et 13:B, par ordre croissant de stress). Dans quatre cas, le seuil
de stress n'a pas été atteint aux concentrations sublétales étudiées
(figure 13:A, B, D et G). Remarquons aussi qu'a la figure 13:E,
certains individus recoupent la zone—contrdle et que d'autres restent a
" 1'extérieur de celle-ci. Ainsi, les groupes de poissons (n=5) a
certaines concentrations ne sont pas significativement différents du
groupe-contrSle bien que certains individus plus susceptibles le soient
(par exemple: 2 poissons sur 5 4 56 v/v% et 3 poissons sur 5 d 42 v/v%).
Ceci indique qu'un stress est toujours présent d ces concentrations si

1l'on tient compte de cette variation intra-groupe.
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La plus forte réduction dans les teneurs d'ATP de pois-
sons stressés a été obtenue avec un effluent de pdtes et papiers
(figure 13:A) a la concentration 0,3 v/v% ol l'on observe jusqu'a 62%
de moins A'ATP dans les poissons par rapport aux poissons-contrdles.
Cette réduction s'approche vraisemblablement du seuil de viabilité.
En effet, Vetter et Hodson (1982), lors d'expériences en condition
d'hypoxie avec cing espéces d'estuaires, ont 'rapporté' des baisses en
teneurs d'ATP atteignant 72%. Il est probable qu'une telle réduction
extréme soit représentative du seuil de viabilité des espéces
&tudides car, selon ces chercheurs, certains poissons ainsi affectés
exhibaient des taux de ventilation rapide, une perte d'équilibre et
méme de conscience. Nous n'avons pas cependant observé de symptdmes

semblables parmi les poissons qui ont servi a nos expériences.

Les données de CL50 et de OMS pour les sept échantillons
d'effluents étudiés ont &té& converties en unités toxiques (UT=100%
divisé par les valeurs respectives de CL50 et de QMS) et ces derniéres
sont présentées sous forme de "pyramide de stress" pour faciliter la
visualisation des résultats (figure 14). Il est intéressant de noter
que les rapports entre unités toxiques sublétales et létales ont
tendance & augmenter de fagon marquée a mesure que la toxicité létale
augmente. Ceci révéle 1'importance de 1'aspect sublétal qu'il faut

considérer lors de 1'évaluation des effluents industriels.



( UTsL - UNITES TOXIQUES SUBLETALES

UTL ¢ UNITES TOXIGUES LETALES

EFFLUENTS TESTES (voir figure 13)

RAPPORTS UTg /UT,
FIGURE 14. PYRAMIDE DE STRESS MONTRANT LES RAPPORTS ENTRE UNITES
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Certains travaux récents (Kenaga, 1982; Slooff et Canton,

1983), d'ailleurs, ont cherché a mettre en évidence des relations

entre les réponses de toxicité aigué et chronique de divers organismes

dans le but de préciser la valeur prédictive des biotests a court

terme pour situer un seuil correspondant de sublétalité ou de

chronicité. L'étude de Kenaga (1982), ou 84 produits chimiques

(métaux, pesticides et autres produits organiques) furent biocanalysés

avec 11 espéces aquatiques, révéla, entre autres, l'information

suivante:

les rapports de toxicité chronique/toxicité aigué (TC/TA)

présentaient une plage variant de 1 a 18 000;

86% des rapports TC/TA étaient inférieurs a 100;

les rapports TC/TA inter-espéces, pour la plupart des produits

testés, ne différaient pas par plus d'un ordre de grandeur;

les rapports TC/TA étaient inférieurs a 25 pour 93% des produits
chimiques organiques, autres que les pesticides: on préconise donc
un facteur < 25 afin de prédire la toxicité chronique de ces com-

posés a partir de la toxicité aiqué.

Slooff et Canton (1983), dans leur étude comparative de 126 paires de

données de toxicité aigué et chronique pour des daphnies et des pois-

sons, confirmérent la constatation de Kenaga (1982) 3 1'effet que les
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rapports TC/TA étaient inférieurs & 100. Nos rapports entre les
unités toxiques sublétale et létale pour les sept effluents étudiés
varient de 1 & > 35 (figure 14) et se situent donc dans les plages

TC/TA rapportés par Kenaga (1982) et Slooff et Canton (1983).

Nous avons en plus effectué une régression linéaire de
nos données en ocomparant les valeurs loglO (UT sublétales) aux valeurs
loglO (UT létales). A cette fin, nous avons calculé des moyennes a
partir des valeurs exposées 4 la figure 14 (par exemple, UT sublétales
pour 1l'effluent E=(3,1 + 4,2):2 = 3,65, soit 0,5 en loglO; UT létales
de l'effluent D=1,5, soit 0,18 en loglQ; UT sublétales de 1'effluent
C=100, soit 2,0 en logl0). La linéarité obtenue est illustrée 3 la
figure 15 qui montre une trés forte corrélation, laquelle ressort

aussi dans le récapitulatif statistique ci-apreés:

r r2 t Probabilité

0,948 0,90 6,65 99%

Il est donc possible de prédire des seuils de stress
théoriques pour des effluents industriels a partir de leur valeur
CL50. Cette prédiction d'un seuil de stress pour le poisson est
manifestement d'intérét en vue de la protection de 1'environnement
aquatique sujet A& recevoir divers volumes d'eaux résiduaires. FEn

effet, alors que 1'on applique bien souvent des facteurs de sécurité
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subjectifs (i.e. CL50/valeur arbitrairement choisie) pour prédire des
concentrations "sans danger" a partir d'une concentration de toxicité
létale aigué (Sprague, 1971), la corrélation suggérée par 1'équation
de régression établie entre les valeurs CL50 et OMS offre une alterna-
tive plus réaliste a prédire effectivement de tels seuils pour les

effluents.

Dans cette optique, nos données (figure 15) ont été com-
parées avec celles des travaux de MclLeay et Howard (1977). Ces cher-
cheurs ont étudié les toxicités létale aiqué (CL50-96 heures) et sub-
létale aiqué (7 différents paramétres) d'un effluent de fabrique de

papier kraft blanchi envers de jeunes saumons coho (Oncorhynchus

kisutch). Les principaux résultats de ces travaux sont les suivants:

paramétre écotoxique résultat
1. toxicité létale aiqué (CL50-96 heures) 15,8 v/v%

2.1 augmentation du taux de glycémie 0,04 .50
2.2 diminution du nombre de globules rouges 0,6 50
2.3 diminution du nambre de globules blancs 0,1 A.50
2.4 abaissement du seuil critique des tempé- 0,3 @50

ratures maximales permettant la survie des
poissons
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paramétre écotoxique résultat
2.5 réduction de 1'oxygéne consommé: 0,9 CL50

essais réalisés avec de fortes
densités de poisson par volume de
solution d'essai
2.6 réduction de 1'oxygéne consommé: 0,4 CL50
essais réalisés avec de faibles
densités de poisson par volume de
solution d'essai
2.7 affaiblissement de capacité natatoire 0, 5CL50
* On calcule d'abord la CI50 pour chaque paramétre sublétal: chaque
résultat est ensuite exprimé en valeur décimale en fonction de la
CL50 de 1l'effluent (McLeay et Howard, 1977).

Si 1'on calcule la CMS & 1l'aide de notre équation de
régression (figure 15) & partir de la CL50 de 15,8 v/v$ pour
1l'effluent étudié par Mcleay et Howard (1977), nous obtenons une CMS
égale & 0,13 CL50. Celle-ci se situe dans la fourchette des valeurs
sublétales (0,04 & 0,9 CL50) rapportées par ces auteurs; de plus, elle
s'avére inférieure 4 5 de ces 7 paramétres. Ces constatations

soulignent que les seuils de sublétalité mis en évidence pour 1la

truite arc-en-ciel & partir de 1'ATP sont représentatifs.

De 1975 3 1978, nous avons évalué la toxicité létale
aigué de 194 effluents industriels de la province de Québec avec lav
truite arc-en-ciel. Il est intéressant d'extraire de ce bilan bio-
analytique (Legault, 1979) les valeurs extrémes de toxicité 1létale
aigué pour chacun des secteurs industriels considérés et de calculer
les valeurs correspondantes de CMS & 1'aide de 1'équation de

régression:
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Secteur industriel Nombre d'effluents Valeur extréme

Rapport entre unités

evalues d'unités toxiques toxiques subldétales
letales{96 heures) et 1létales

Alimentaire 48 200 187
chimique 36 200 187
minier 57 100 98,7
pdtes et papiers 33 100 98,7
textiles 11 50 52,3
raffineries 9 2,6 3,5

I5d

Ce portrait des rapports entre unités toxiques sublétales
et létales soutient que l'on retrouve les (MS & une concentration 50 a
200 fois inférieure a la valeur de la CL50 pour les effluents indus-
triels exhibant une flagrante nocivité létale. Ces effluents de-
vraient donc étre considérablement dilués si 1l'on veut éviter un effet
de stress envers les truites. lLes comparaisons entre les toxicités
chronique et létale de Kenaga (1982) et Slooff et Canton (1983),
effectuées pour des classes de produits chimiques (voir plus haut), ne
peuvent étre appliquées qu'avec prudence d nos constatations portant
sur la valeur prédictive de seuils de stress 3 partir de données de'
létalité aigué pour des effluents. En effet, a& moins d'étre assuré
que les effets écotoxiques occasionnant la létalité et la sublétalité
sont identiques (ce qui est le cas pour un composé chimique mais n'est
pas évident pour des effluents camplexes), une prédiction d'un seuil

de stress a partir d'un résultat de 1étalité reste, i un certain
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degré, aléatoire (Warner, 1964). Nonobstant cette oconsidération, une
telle prédiction constitue une source d'information valable afin de

situer un seuil relatif de toxicité sublétale aigu& pour le poisson.

2.3.e Conséquence du stress ATP sur le plan enviromnemental
Afin de mieux comprendre la réprésentativité écologique
des CMS, une expérience a été menée en exposant, a deux composés
toxiques, des poissons stressés et d'autres non stresséds. Les détails
et les résultats de cette expérience figurent au tableau 21. Aprés 48
heures d'exposition au Cu++ et au LSS, le pourcentage de mortalité
était plus élevé chez les poissons qui avaient séjourné dans une
concentration sublétale d'effluent que chez les poissons non stressés.
Les résultats de cette expérience prouvent la plus grande vulnérabi-
1lité des poissons stressés lorsqu'ils sont exposés & des toxiques

supplémentaires.
2.4 Sommaire

L'utilisation d'indicateurs biochimiques peut s'avérer
profitable pour démontrer des perturbations sublétales chez divers
organismes exposés a& des conditions adverses. Dans ce cadre, on peut
exploiter les mucléotides adénylates, ce qui nous a amenés a déve-
lopper une procédure exprimentale pour détecter le stress ATP & court
terme (96 heures) chez la truite arc-en-ciel exposée a& des concen-

trations sublétales d'effluents industriels. La méthode d'extraction



TABLFAU 21. MORTALITE COMPARATIVE DE POISSONS PREAIABLEMENT STRESSES ET

NON STRESSES ET ENSUITE EXPOSES A DEUX OOMPOSES TOXIQUES

mpose
xiquel Conditions expérimentales?2 Mortalité cbservée en triplicata % de mortalité
Cut++ poissons non stressés 3/10, 0/10, 1/10 (=4/30) 23
(0,3mg.L-1) 4
poissons stressés 4/10, 9/10, 2/10 (=15/30) 50
LSS poissons non stressés 0/10, 0/10, 0/10 (=0/30) 0
(5,6mg.L-1) }
poissons stressés 3/10, 0/10, 5/10 (=8/30) 27 i
7

Qu+2 (CuSO4); LSS (Lauryl sodium sulfate): les concentrations sélectionnées sont trés proches
du seuil de la létalité aigué€ pour une exposition de 96 heures.

Les poissons non stressés sont restés dans 1l'eau de dilution pendant 48 heures avant d'étre trans-
férés dans des réservoirs d'essai contenant le produit toxique tandis que les poissons stressés
ont été d'abord exposés & une concentration sublétale de 2,5% de l'effluent B (voir figure 13)
pendant 48 heures avant d'étre transférés dans les réservoirs d'essai contenant le produit toxique.
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de 1'ATP du muscle blanc des truites est relativement simple a
entreprendre et fiable. Les teneurs en ATP que 1l'on retrouve dans le
tissu musculaire de la truite arc-en—ciel (X = 6,5 umole ATP.g-1) se

comparent avec celles rapportées dans la littérature pour d'autres
espéces ichthyennes dont l'activité natatoire est similaire (de 6,05 &
7,76 umole ATP.g-1). Ceci tend d confirmer 1'adéquation du rendement
de notre technique au DMSO pour extraire 1'ATP du muscle blanc.
Divers degrés de stress ATP ont été observés en présence de sept
effluents industriels et les valeurs représentatives d'un seuil de
stress sublétal (CMS=concentration minimale de stress) ont été
comparées aux valeurs de létalité aigu& (CL50) correspondantes. En
général, les résultats ont indiqué que plus la toxicité létale d'un
effluent est forte, plus sa CMS est élevée; ceci soutient que 1l'on
peut prédire une CMS a partir des données CL50 pour des effluents

industriels.

2.5 Perspective

Ce travail nous porte d croire que les dosages d'ATP
peuvent étre utilisés pour signaler des effets sublétaux d'effluents
sur les poissons et donc promouvoir la protection environnementale en
estimant des concentrations sans danger pour les différentes eaux
résiduelles. Nous croyons que ce genre de méthodes a plusieurs
applications utiles possibles (tableau 22) pour répondre aux intéréts

environnementaux du gouvernement et de 1'industrie.
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TABLFAU 22. APPLICATIONS POSSIBLES DES TESTS
DE STRESS ADENYLATES

—~ détermination des seuils de stress chez le poisson & court, moyen ou
long terme pour diverses substances altéragénes (produits purs,
effluents) afin de connaitre leur impact potentiel vis & vis des

eaux réceptrices;

— expériences d'intoxication additive (expésition simple et multiple
de produits chimiques et d'effluents 4 des organismes) pour évaluer
le synergisme, 1l'antagonisme, etc., afin de mieux comprendre les
mécanismes d'actions toxiques et de mieux prévoir les dangers pour

1'environnement:;

- applications d'un test semblable a divers types d'organismes
représentatifs des différents niveaux trophiques du milieu aguatique
en utilisant les paramétres adénylates pour évaluer l'état de santé
général des populations de 1'écosystéme aquatique;

- application & des études de terrain comme outil d'évaluation pour un
réseau de "biomonitoring" en vue de détecter précocement des

problémes potentiels de contamination.
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CHAPITRE 3:

COMPARATISON DE IA SENSIBILITE IE TROIS BIOESSAIS D'ECOTOXICITE
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3.1 Contexte

Plusieurs réglements normatifs ont &té institués afin
d'assurer une qualité d'eau résiduaire acceptable pour divers procé-
dés industriels, notamment pour ceux de 1'industrie des pites et
papiers (Environnement Canada, 1971 et 1972). Dans le cadre de
travaux de surveillance relative i ces régie.ments faisant appel aux
bioanalyses avec la truite, il nous a paru intéressant d'ajouter une
dimension multi~-trophique en y greffant deux autres types de bio-
tests. Dés les débuts de ces travaux en 1976, nous avons adjoint un
test avec algues aux essais ichthyens, et, plus tard en 1980, il fut
possible de réaliser, en paralléle, un test bactérien lorsque le
systéme Microtox (Campagnie Beckman, U.S.A.), exploitant les propri-

étés bioluminescentes de Photobacterium phosphoreum, fut commercia-

lement disponible. L'intérét d'effectuer ces deux biocessais sup-

plémentaires était basé sur les deux questions suivantes:

. quelle est la sensibilité relative des trois biotests utilisés pour
démontrer la toxicité des eaux résiduaires des fabriques de pites

et papiers?

. des bioessais rapides et/ou moins onéreux (tests "Microtox" et
"algues") que le biotest réglementaire (test avec truite) peuvent-
ils servir de tests de dépistage ("screening") pour ce dernier, se
substituer 3 celui-ci et/ou enrichir le portrait écotoxique d'un

rejet 3 1'étude?
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En 1981, 1l'industrie des pdtes et papiers comptait
quelques 150 usines & travers le Canada (dont 55 étaient situées au
Québec), procurait 83 000 emplois et atteignait une production
annuelle d'environ 12 milliards de dollars, ce qui s'avére capital
pour 1'économie canadienne (Environnement Canada, 1984). Malgré que
des fonds importants (plus de 660 millions de dollars durant la
période 1969 - 1980) aient &té consacrés & la dépollution des rejets
de cette industrie, le nombre d'usines conformes aux normes physico-
chimiques et toxique établies par la réglementation reste encore
minoritaire (Environnement Canada, 1980b). En plus de la toxicité
létale aigué des effluents de cette industrie, plusieurs problémes
d'ordre sublétal sont dammageables & l'environnement, surtout si 1l'on
considére les volumes d'eaux usées considérables rejetés dans les
eaux réceptrices (Walden et Howard, 1977). Couillard (1980) précise
les conséquences de ces apports & l'environnement aquatique,
lesquelles sont principalement imputables aux facteurs suivants:
fortes teneurs de matiéres en suspension, charge élevée de la demande
biochimique en oxygéne (réduction de 1'oxygéne dissous du milieu) et
nocivité des acides résineux et dérivés. Différentes recherches
réalisées au niveau sublétal ont confirmé les effets insidieux de
cette source industrielle pour les poissons aux plans biochimique,
physiologique et éthologique (McLeay et Howard, 1977; Miettinen
et al., 1982 et Thellen, 1983). Ces derniers effets n'étant que
rarement considérés dans des évaluations routiniéres d'effluents, une
responsabilité énorme se trouve alors liée aux résultats d'un test de

1étalité, lequel, s'il s'avére négatif, n'assure nullement
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1'innocuité envers l'environnement. Afin d'éviter 1'écueil d'une
fausse interprétation écotoxique, il faut donc avoir recours, dans
une évaluation bien souvent ponctuelle et unique d'un effluent, &

certains biotests mesurant des paramétres sublétaux.

En 1973, Jones affirmait qu'il était futile de vouloir
estimer la nocivité d'effluents de canposifion complexe et inconnue
en réalisant uniquement des analyses chimiques suivies d'une recher-
che littéraire pour connaitre la toxicité de chacune de ses com—
posantes: les phénoménes d'antagonisme et d'additivité notoires pour
les effluents et les mélanges de substances chimiques (Anderson,
1981) ne permettent tout simplement pas que soit oconsidérée une telle
approche. Face & cela, certains suggérent que 1l'estimation de la
toxicité déterminée par 1'analyse chimique pour les effluents devrait
étre considérée comme un supplément aux mesures directes de biocessais
(Chung et al., 1979) et quelques-uns prétendent méme que seule
1'évaluation bioanalytique de rejets complexes peut étre fiable
(Miettinen et al., 1982). Quoiqu'il en soit, le dénomi_na;teur commun
pour évaluer les effets toxiques des effluents est devenu le biotest
appliquant le concept de la concentration létale, c'est & dire, une
concentration donnée provoquant 50% de mortalité des organismes
exposés pour un temps spécifié. Malgré les lacunes inhérentes i ce
test, lorsqu'il est utilisé seul sans un support complémentaire
d'autres biotests, il permet néanmoins de présumer la toxicité des
effluents, tout en ne constituant qu'une toute premiére mesure de

celle-ci. les biotests létaux avec truite, et plus généralement avec
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salmonidés, sont maintenant bien enracinés dans plusieurs labora-
toires de recherche ou de réglementation en Amérique du Nord. La
popularité des salmonidés pour la réalisation de tests standardisés
afin d'évaluer les dangers de rejets ou de substances toxiques sera
vraisemblablement maintenue durant plusieurs années. L'énorme
travail déjd fait avec ces poissons dans les domaines pathologique,
physiologique et toxicologique argumenté aussi en faveur de leur

utilité (Wells et Moyse, 1981).

Le test de létalité aigué avec truite ne peut toutefois
suffiré 3 définir adéquatement 1'écotoxicité agquatique et l'on a wvu
apparaitre, 4 partir des années 1970, une abondance de biotests
visant 4 conbler cette lacune. Ces essais de "deuxiéme génération"
accordérent une importance marquée d la détection des effets plus
sournois de 1'écotoxicité, soit ses conséquences sublétales, chro-
niques et génotoxiques. Dans ce contexte, on misa beaucoup sur les
essais microbiologiques (algues, protozoaires, bactéries, cultures
cellulaires, etc.) d cause des avantages offerts par ceux-ci
(Maciorowsky et al., 1980). Désireux d'étendre des capacités bio-

analytiques, nous avons retenu un test avec algues (Selenastrum

capricornutum) et un autre test avec bactéries Photobacterium

phosphoreum (systéme "Microtox") a cette fin.

Les bioessais d'éocotoxicité avec algues, plus particu-

liérement ceux avec Selenastrum capricornutum, ne sont plus 3 jus-

tifier ainsi qu'expliqué précédemment (voir 1.1). Renchérissons,
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cependant, en ajoutant que ces organismes sont les piliers de 1la
chaine trophique aquatique et que la stabilité de la biomasse des
niveaux supérieurs a celle-ci dépend de 1'équilibre phytoplanctonique
((hristensen et Scherfig, 1979). La phytotoxicité (réduction de
productivité primaire) est d'ailleurs considérée comme 1'un des
effets écotoxiques les plus néfastes (Neuhold et Ruggerio, 1976).
Ainsi, les algues répondent fort bien aux &itéres du biomonitoring
en tant que palier trophique pour assurer un portrait représentatif
de la qualité du milieu (Philipps, 1977). Que ce soit pour détailler
des effets stimulateurs ou inhibitifs de 1'écotoxicité, les tests
avec algues unicellulaires font 1'objet d'une utilisation sans cesse
croissante, comme l'ont récemment signalé Couture et al., 1981 et Van
Coillie et al, 1983b. Leur emploi en tant qu'indicateurs permettant
de préciser les répercussions écotoxiques des effluents de 1'indus—
trie des pites et papiers s'avére trés utile (Rainville et al., 1975;
Stockner et al., 1975; Moore et Love, 1977; Ghosh et Konar, 1980;

Eloranta et Laitinen, 1982; Eloranta et al, 1984).

Le test "Microtox" récemment mis au point par la Compa-
gnie Beckman, lequel exploite les propriétés bioluminescentes de la

bactérie marine Photobacterium phosphoreum, s'est révélé un

indicateur efficace pour estimer la toxicité aigué de polluants
aquatiques, depuis sa cammercialisation en 1979 et l'apparition des
premiers articles publiés i ce sujet (Bulich, 1979: Bulich et al.,

1981). Congu pour répondre au besoin grandissant de bioanalyses
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rapides et peu oolteuses, le test "Microtox" a fait 1'objet de plusieurs

applications environnementales, tel que résumé dans le récapitulatif

ci-aprés:

Contexte de 1'application Références

1. Estimations comparatives de la toxicité
aiqué:

d'effluents; Joubert, 1980b.

Bulich et al., 1981.
Bulich, 1982.

Chang et al., 198l1.
Dutka et Kwan, 1981.
Qureshi et al., 1982.
Shaul et al., 1983.
Vasseu'r_e’t—gl., 1983.

de substances métalliques; Qureshi et al., 1982.
De ZAwart et Slooff, 1983.
Indorato et al., 1983.
McFeters et al., 1983.
Qureshi et al., 1983.

de substances organiques; Chang et al., 1981.

Curtis et al., 1982.
Neiheisel et al., 1982.
De Zwart et Slooff, 1983.
Indorato et al., 1983.
Mallak et Brunker, 1983.
McFeters et al., 1983.
Qureshi et al., 1983.
Ribo et Kaiser, 1983.

d'eaux de surface et de sédiments; Blaise, 1982.
de boues de puits de forage de pétrole; Strosher et al., 1980.

d'eaux de procédés de 1l'industrie Lebsack et al., 198l.
pétroliére;

d'extraits agueux de déchets solides; Microtox Application
Note 105, 1982.
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Contexte de l'application (suite)

d'eaux souterraines sujettes a la
contamination de déchets toxiques;

de matériels bio-médicaux.

Estimation du tenps de détoxification
de produits chimiques suite d leur
épardage dans les sols.

Estimation de la toxicité des eaux
résiduaires issues des procédés

de récupération du pétrole de sables
bitumineux, de charbon, etc.

Estimation de la toxicité de
mycotoxines.

Protection des systémes de traitement
biologiques.

Estimation du potentiel de biocaccumi-

lation autotrophique des effluents selon

un test algues (S. capricornutum)/
bactéries (P. phosphoreum).

3.2 Matériel et méthodes

3.2.a Echantillons

References

Microtox Application
Note 106, 1983,

Microtox Application
Note M107, 1983.

Matthews, 1984,

Peake et Maclean, 1982.
Delistraty, 1984.

Yates et Porter, 1982
et 1983.

Microtox Application
Note M103, 198l1.

Blaise et :al., 1981.

Afin d'assurer sa représentativité, chaque échantillon

industriel prélevé (effluent final ou eau de procédés) fut composé

pendant une période variant de 8 4 24 heures (en fonction des modali-

tés opérationnelles des usines), selon un protocole d'échantillonnage
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convenu par Environnement Canada (Vezeau, 1982). Les quelque 400L
recueillis par échantillon étaient acheminés aux laboratoires dans des
barils "Rubbermaid" de 60L doublés de sacs en polyéthyléne. Recamposé
en laboratoire, 1'échantillon était ensuite réparti pour subvenir aux

besoins analytiques suivants:

Bioessais avec: poissons : " 360L
alques : pil
bactéries : 1L

Analyses chimiques

de support : 40L

3.2.b Bioessais réalisés

(i) Biotests avec poissons

Des essais de type statique ont été effectués avec la

truite arc-en-ciel (Salmo gairdneri Richardson) selon la procédure

gouvernementale en vigueur (Environnement Canada, 1980a).

(ii) Biotests avec algues

La procédure classique utilisée pour 1l'algue Selenastrum:

capricornutum est décrite plus haut (voir 1.2 b et c).
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(iii) Bioessai avec bactéries (systéme "Microtox")

Aucun pré-traitement des sous-échantillons destinés au

\

test Microtox n'a eu lieu d l'exception d'un ajustement du pH d& 7,0
lorsque celui—ci se situait a l'extérieur de la plage 6-9. Nous nous
sommes servis de 1'appareil Microtox Modéle 2055 (Toxicity Analyzer
System; Beckman Instruments, Inc., Etats-Unis) pour les bioanalyses
qui furent réalisées selon le protocole décrit par la firme Beckman
(1980). Les points essentiels de ce protocole méritent d'étre
briévement présentés:

Principe: le réactif Microtox consiste en une souche génétiquement
apparentée d la bactérie marine luminescente Photobacterium phospho-
reun. Sa bioluminescence est intimement liée aux divers processus
métaboliques cellulaires. Ainsi, 1'émission lumineuse est le reflet
de la vitalité de cet organisme, laquelle sera atténuée face 3 une
agression toxique guelconque. Le test Microtox permet donc 1'obten-—

tion d'une mesure relative de la toxicité sublétale aiqué au niveau
bactérien.

Mode opératoire: 1le réactif Microtox lyophilisé est réhydraté et
ajoute a différentes dilutions en série de l'échantillon étudié. On
fait ensuite des lectures photométriques avec 1'appareil Microtox a
des temps précis afin de mesurer la réduction de 1'émission lumineuse
(AI%) des bactéries selon la farmule suivante:

AI(%) =|Ip - Islx 100
10

Io = intensité lumineuse au tenps "O" larsque le réactif bactérien, 1le
diluant et une oconcentration quelconque de 1'échantillon sont
initialement conbinés

I5s = intensité lumineuse aprés 5 minutes (fin du test).

Expression des résultats: pour exprimer la toxicité, on rapporte wne
valeur CI50 (5 min, 15°C),
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CI50 = la ooncentration d'un échantillon (v/v%) qui réduit de 50%
1'intensité lumineuse normalement produite par le réactif
Microtox.

(5 min, 15°C) = durée de l'essai (5 min) pendant lequel le réactif
Microtox est exposé aux diverses concentrations de
1'échantillon étudié & une température contrdlée de 15
+ 0,1°C.

Calcul des résultats: chaque valeur CI50 est estimée par interpo-
Tation graphique sur papier semi logarithmique.

3.2.c Traitement des données

Ies résultats de toxicité acquis avec les indicateurs
truites, algues et bactéries (Microtox) ont été analysés de diverses

fagons afin de faire ressortir le plus de tendances possibles:

Comparaison des CI50 et CL50: aprés avoir rapporté sur graphique la

totalité des CIS0C et CLSO pour chaque indicateur considéré, il fut
possible d'cbtenir une premiére appréciation des résultats en tragant
une droite d'égalité (pente=1,0) entre l'abscisse et 1l'ordonnée, ce

qui permit d'observer la distribution des données.

Camparaison toxique versus non-toxique: en assignant un signe négatif

pour les valeurs CI50 ou CL50 > 100% et un signe positif' pour
celles < 100%, on peut estimer la concordance générale existant dans

la réponse toxique entre les trois indicateurs.
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Camparaison entre rangs de toxicité: cette méthode (Bulich, 1982)

donne uni rang de force toxique pour chaque résultat de bioessai selon

1'échelle. suivante:

CI50 ou CL50 Catégorie Rang
{25% trés toxique | 1
25-100% toxique 2
>100% non-toxique 3

Ceci permet des regroupements comme 1l'illustre 1'exemple

ci-aprés:

C150 "CL50 Rang Rang Différence
Microtox Poisson Microtox  poisson entre rangs
2,5 26 1 2 1
»100 80 3 2 1
15 2100 1 3 2
100 2100 3 3 0

Camparaison entre classes log de toxicité: ce type d'examen a été

préconisé par Kenaga (1978) et modifié par Bulich (1982) pour produire
un systéme de répartition des résultats en six classes basé sur des

intervalles en demi-log, tel qu'indiqué ci-dessous:
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Classe Intervalle (v/v%) d'effluent oi Intervalle log
se situe la CI150 ou la CL50 correspondant
1 <1,0% <0,0
2 >1,0 - 3,2% >0,0 - 0,5
3 >3,2 - 10% >0,5 - 1,0
4 >10 - 32% >1,0 - 1,5
5 >32 - 100% , >1,5 - 2,0
6 >100% >2,0

Un exemple de ce systéme de classification est précisé

ici:
CI50-Microtox Classe CL50-poisson classe Différence
entre classes
>100% 6 >100% 6 0
30% 4 23% 4 0
623 5 $100% 6 1
75% 5 3% 2 3

Sensibilité relative des bioindicateurs: nous avons évalué celle-ci

pour les effluents étudiés en déterminant:

1) une cote (en %) de sensibilité relative par indicateur pour

1 'ensenble des données:

2) une cote (en %) de sensibilité relative a4 1l'intérieur de chaque

groupe de deux indicateurs;
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3) 1l'écart de toxicité obtenu pour chacun des trois indicateurs;

4) la réponse toxique globale générée par indicateur.

Evaluation de la toxicité des effluents de 1'industrie des pites et

papiers en fonction du type de procédé industriel (sans égard au type

de traitement d‘'effluent): les usines ont é&té classifiées arbitrai-

rement en six groupes différents selon le deqgré de similarité du

procédé industriel utilisé:

Groupe Procédés industriels

1 Papier fin

2 Pite mi-chimique et/ou pite
thermo-chimico-mécanique

3 Pate Kraft

4 Fibres recyclées avec désencrage

5 Pite mécanique meule et/ou pite
thermo-mécanique

6 Piate mécanique meule et bisulfite

a4 bas rendement

Evaluation de la toxicité des effluents de 1l'industrie des pites et

papiers en fonction du type de traitement d'effluent (sans égard au

type de procédé industriel): les usines ont &té réparties selon les

trois catégories de traitement suivantes:

Code Traitement d'effluent
0 aucun
1 primaire

2 primaire et secondaire (biologique)
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3.3 Résultats et discussion

3.3.a Comparaison des réponses toxiques des trois indicateurs exposés

3ux effluents de l'industrie des pates et papiers

Les CIS0 et CL50 obtenues ont été comparées alterna-
tivement par groupe d'indicateurs: truite versus algues, truite
versus Microtox et algues versus Microtox (Ifigure 16). En examinant
la position des points sur les figures 16:A, B et C, il est possible

de dégager les indications suivantes:

- une forte réponse toxique s'est généralement manifestée lors des
biotests réalisés avec les échantillons des industries de pites et
papiers, ce qui montre leur nocivité évidente, laquelle apparait
multi-trophique (i.e. & large spectre) puisque bactéries, algues et
poissons sont affectés en proportions relativement égales (Algues:
54 réponses toxiques positives sur 55 (98%), Microtox: 43 sur 51

(84%), truites: 46 sur 55 (84%):;

- la sensibilité relative de chacun des trois indicateurs envers les
effluents des pites et papiers est différente. En effet, les algues
apparaissent plus sensibles que les truites, les bactéries s'averent
également plus sensibles que les truites et la réponse des algues

est nettement plus prononcée que celle des bactéries.
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3.3.b Camparaison entre les nombres de réponses toxiques et non-
La concordance a rapporter la toxicité ou son absence
entre les indicateurs fait 1'objet des données présentées au tableau

23.

L'examen de ces données nous’ permet dé constater qu'il
existe une concordance relativement bonne entre les indicateurs
puisque respectivement 85, 84 et 90% des groupes truite/algues,
truite/Microtox et algues/Microtox fournissent une réponse toxique ou
non-toxique pour ces effluents. On note également que le pourcentage
de données comparatives décelant une réponse toxique est élevé, ce qui
confirme une fois de plus la nocivité des effluents testés. Les
résultats tendent aussi & montrer la fiabilité d'un test algues ou
Microtox pour dépister une toxicité relative d'échantillons provenant
d'une source industrielle de pites et papiers. Sans pouvoir prédire
précisément le degré de l'effet toxique vis-a-vis de la truite arc-
en-ciel (qui est 1l'espéce réglementaire pour les bioessais au Canada),
il apparait que les test algues et Microtox peuvent effectivement
prévoir une présence ou absence de potentiel toxique envers cette
espéce ichthyenne. On remarque, cependant, qué méme sur ce plan du
dépistage, l'emploi exclusif du test algues ou Microtox pourrait sous
ou surestimer la toxicité envers la truite. Ainsi, dans 15% des cas,
le test alque démontrait une toxicité qui ne se reflétait pas chez la
truite alors que, dans 8% des cas, le test Microtox sous ou suresti-

mait une toxicité pour cette espéce (tableau 23:A et B). Si par



-128-

TABLEAU 23. COMPARAISON DES REPONSES TOXIQUES ET NON-TOXTQUES
ENTRF. BIOINDICATEURS POUR DES EFFLUENTS I'E PATES
ET PAPIERS

A) REPONSE TOXIQUE vs NON-TOXIQUE (TRUITE vs ALGUES)

ECHANTILIONS
TYPE DE REPONSE NOMBRE POURCENTAGE
T(-) A(-) 1 2%
: 85%
T(+) A(+) 44 83%
T™(+) A(-=) 0 0%
T(-) A(+) 8 15%
TOTAUX 53 100%

—— — ———

B) REPONSE TOXIQUE vs NON-TOXIQUE (TRUITE vs MICROTOX)

ECHANTILILONS

TYPE DE REPONSE NOMBRE POURCENTAGE
T(-) M(-) 4 82

84%

T(+) M(+) 37 76%
T(+) M(-) 4 8%
7(~) M(+) 4 8%
TOTAUX 49 100%

C) REPONSE TOXIQUE vs NON-TOXIQUE (ALGUES vs MICROTOX)

ECHANTTLIONS
TYPE DE REPONSE NOMBRE __ POURCENTAGE
A(-) M(-) 1 2%

90%
A(+) M(+) 43 88%
A(+) M(-) 5 10%
A(-) M(+) 0 0%
TOTAUX 49 100%

A (ALGUES), M (MICROTOX) T (TRUITE)
ECHANTILION TOXIQUE (+) ET NON~TOXIQUE(-)
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contre on utilisait le test Microtox pour prévoir une toxicité phyto-
planctonique pour les effluents étudiés, celle—ci était sous estimée
dans 10% des cas (tableau 23:C). Ces constatations soulignent qu'un
seul indicateur ne peut jamais parfaitement prévoir ni prédire a lui
seul la toxicité susceptible de se manifester chez un autre groupe
trophique, ce qui confirme le bien fondé de recqurir, autant que
possible, & 1l'utilisation d'une garme de bioindicateurs pour estimer

1'agression toxique.

Nous avons exploité cette méthode de traitement des
données afin d'cbtenir un portrait additionnel du degré de concordance
générale des indicateurs a rapporter la toxicité des effluents, tel

qu'exposé au tableau 24.

Ces résultats indiquent les pourcentages de ooncordance
( A =0) et de discordance (A = 1) pour les données inter-—groupes.
Nous cbtenons un degré de concordance correspondant ad des pourcentages
de 57, 53 et 65 pour les groupes T-A, T-M et A-M respectivement. Si
1l'on cumle ooncordance et faible discordance ( A =1), on retrouve la
grande majorité des données pour les groupes T-A (93%) et T-M (98%) et
leur totalité pour le groupe A-M (100%). Mentionnons que Bulich
(1982) employa ce systéme avec une échelle de toxicité semblable pour
comparer les résultats de tests poisson et Microtox réalisés sur 235

échantillons d'effluents divers: 86% des données avaient une
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TABIFAU 24. DIFFERENCES DE RANGS DE TOXICITE PCUR
DES EFFLUENTS DE PATES FT' PAPIERS

POURCENTAGES DE CONCORDANCE OU DISCORDANCE

Différences de Rangs* ( A ) T-A T-M AM
0 573 533 65%

}93% }98% } 100%
1 363 453 353

2 7% 23 0%

- T (TRUITE), A (ALGUES), M (b”IICRO'IOX)
- 53, 49 et 49 PAIRES DE DONNEES COMPARATIVES POUR
T-A, T-M ET A-M RESPECTIVEMENT

* RANG 1: CI ou QLSO < 25% (TRES TOXIQUE)
RANG 2: CI ou CLS0 INTRE 25-100% (TOXIQUE)
RANG 3: CI ou CLS0O > 100% (NON-TOXIQUE)
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différence de rangs de toxicité < 1. Cette différence a été cbservée
dans 98% des cas pour le groupe T-M lors de notre expérimentation avec
les effluents de l'industrie des pites et papiers. Il est également
intéressant de constater qu'il existe une concordance de toxicité
légérement plus marquée pour la série A-M (65%) comparativement i la
série T-M (53%). Cette concordance supérieure des données pour le
groupe A-M pourrait étre associée au rapprochement phylogénique entre
ces deux indicateurs. Un lien entre la réponse toxique et le rappro-
chement phylogénique des espéces a d'ailleurs été rapporté par Kenaga
(1978), Suter (1983) et Leblanc (1984), lesquels ont comparé les
réponses toxiques inter-espéces aprés une exposition aigué a différen-

tes classes de produits chimiques (pesticides et métaux).

Les résultats obtenus lors de cette comparaison sont

présentés au tableau 25.

L'examen de ce tableau permet de constater qu'un
pourcentage majoritaire des données inter-indicateurs se trouve a
1'intérieur d'un écart-log de 0,5. Ce pourcentage est le plus élevé
pour le groupe A-M (82%), ce qui corrobore le lien pré-énoncé (voir

3.3.c) entre la réponse toxique et le rapprochement phylogénique.

La différence log moyenne du groupe T-M (0,51) est

quasi-identique & celle (0,50) rapportée par Bulich (1982) qui la
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TABLEAU 25. DIFFERENCES [E CLASSES IOG. DE TOXICITE
POUR DES EFFLUENTS DE PATES ET PAPIERS

POURCENTAGES CUMULATIFS DE FREQUENCE

Différences de classes log. T-A M A-M
0,5 10G 60% 70% 82%
1,0 1oG 83% 92% 94%
1,5 LoG 100% 28% 98%
2,0 1LOG 100% 100%
Différence Log. moyenne 0,67 0,51 0,48

- T (TRUITE), A (ALGUES), M (MICROIOX)
- 53, 49 ET 49 PAIRES IE DONNEES COMPARATIVES FOUR
T-A, T-M ET A-M RESPECTIVEMENT
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calcula 4 partir de 235 données comparatives poisson-Microtox pour
divers effluents industriels. Mentionnons aussi que, dans son étude
comme dans la nBtre, 98% des données poisson-Microtox étaient compri-
ses dans un écart-log de 1,5. Enfin, si 1l'on se base sur 1'hypothése
de Kenaga (1978) stipulant que seul un écart-log > 1 traduit des
variations significatives dans la réponse toxique d'une méme espéce
envers différentes substances, il apparait 'que respectivement 83, 92
et 94% des données pour les groupes T-A, T-M et A-M sont assez
semblables les unes par rapport aux autres. Ceci permet de croire
que, pour des fins de dépistage, les tests Microtox et algues auraient
une valeur certaine afin d'évaluer la toxicité d'effluents de 1l'in-
dustrie des pites et papiers car ils apportent une réponse toxique

d'un ordre de grandeur semblable & celui du biotest truite.

3.3.e Sensibilité relative des bioindicateurs
La sensibilité des biotests avec truite, algues et
Microtox vis-a-vis des effluents évalués a été étudiée en regroupant,

de quatre fagons différentes, les données de toxicité (tableau 26).

L'examen des données présentées au tébleau 26 démontre
la plus grande sensibilité du biotest avec algues envers les effluents
analysés; en effet, la réponse toxique s'accroit selon 1l'ordre suivant
des bioessais: truite { Microtox { algues. En général, la diffé-
rence de sensibilité la moins marquée s'observe entre les alques et

les bactéries du systéme Microtox. Ainsi que mentionné plus t&t, ceci
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TABLEAU 26. SENSIBILITE RELATIVE DES 3 BIOINDICATEURS UTILISES
ENVERS DES EFFLUENTS DE PATES ET PAPIERS

A) SENSIBILITE RELATIVE DE CHACUN DES TROIS INDICATEURS

Ordre de sensibilité

LE PLUS SENSIBLE
MOYENNEMENT SENSIBLE
L.E MOINS SENSIBLE

TOTAUX

Nombre d'effluents (pourcentages)

BIOTESTS BIOTESTS BIOTESTS
TRUITE (T) ALGUES (A) MICROTOX (M)
1 (2%2) 27 (66%) 13 (32%)
7 (17%) 12 (29%) 22 (54%)
33 (81%) 2 (5%) 6 (14%)
41 (100%) 41 (100%) 41 (100%)

B) SENSIBILITE RELATIVE ENTRE DEUX INDICATEURS

Ordre de sensibilité

LE PLUS SENSIBLE
EX AEQUO

TOTAUX

Narbre d'effluents (pourcentages)

™ o ™ oW a* iy
3(6%) 49(92%) 8(16%) 37(76%) 33(67%) 13(27%)
1(23) 4(8%) 3(6%)
53(100%) 49(100%) 49(100%)

* T (TRUITE), A (ALGUES), M (MICROTOX)
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TABLFAU 26. SENSIBILITE RELATIVE DES 3 BIOINDICATEURS UTILISES
ENVERS DES EFFLUENTS DE PATES ET PAPIERS (suite)

C) FCART DE TOXICITE OBTENU POUR CHACUN DES TROIS INDICATEURS

NOMBRE
INDICATEUR D'EFFLUENTS ECART DES CL50 OU CISO (UNITES TOXIQUES) FACTEUR*
TRUITE 55 1,7 a > 100 (<1 a 59) —
MICROTOX 51 0,4 a > 100 ({1 & 250) 4,25 x
ALGUES 55 0,1 & > 100 ( <1 & 1000) 4,0x(17x)**

* Facteur de difference de sensibilité entre deux indicateurs adjacents en
considérant les réponses toxiques maximales.

** Facteuwr cumulatif de différence de sensibilité entre biotests alques et
truites en considérant les réponses toxiques maximales.

D) REPONSE TOXIQUE GLOBAIE GENEREE PAR CHACUN DES TROIS INDICATEURS EXPOSES A
I7 EFFLUENTS

INDICATEUR UNITES TOXIQUES FACTEUR*

TRUITE 400 —

MICROTOX 1 600 4,0x

AILGUES 2 900 1,8(7,3x)**

FMultiple d'augmentation de la toxicité globale entre indicateurs adjacents.
** Multiplicité cumlative de la toxicité globale entre biotests algues et
truite.
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peut é&tre 1ié au rapprochement phylogénique existant entre ces deux
indicateurs. Ceux-ci sont également représentatifs du méme palier
écotoxique (i.e. sublétalité), ce qui leur confére une affinité
additionnelle, alors que le biotest poisson s'identifie avec le niveau
létal. La réponse toxique globale de chacun des trois indicateurs
confirme d'ailleurs cette nette différence existant, d'une part, entre
1'étage de la létalité (truite: total de 400 unités toxiques) et
celui de la sublétalité (Microtox et algues: total de 1 600 et 2 900

unités toxiques).

3.3.f Evaluation de la toxicité des effluents de 1'industrie des

A partir de nos résultats de toxicité inter-indica-
teurs, nous avons voulu examiner la nocivité des effluents en fonction
du procédé industriel utilisé pour la production de pidtes et papier.
Les résultats ont été arrangés en ordre de toxicité croissante, comme
1l'expose le tableau 27. Afin d'en faciliter la visualisation, ils ont

également été transposés a la figure 17.

Il appert que le procédé 1 se révéle le moins toxique
pour les trois indicateurs, tandis que le procédé 6 s'avére le plus
toxique envers ceux—ci. Entre ces deux extrémes, les réponses

toxiques des algues et du Microtox varient.
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TABLEAU 27. TOXICITE DES EFFLUENTS DE PATES ET PAPIERS
EN FONCTION DU TYPE DE PROCEDE INDUSTRIEL

PROCEDE* NOMBRE D'EFFLUENTS UNITES TOXIQUES/FFFLUENT SOMME DES UNITES TOXI-
T QUES PAR EFFLUENT

T** A** w*

1 3 1,3 8
dont 2 5,7 2,0

2 7 1,7 13 36,7
dont 6 o 22

3 14 2,1 9,3 40,4
dont 12 ) ' 29

4 3 35 43,3
dont 2 5,4 2,9

5 6 9,7 53,7
dont 4 o 22 22

6 16 11 110 169
dont 14 48

Total 31,2 204 115,9

¥ Procédds: 1, Papier fin; 2, bPate mi—chimique 3, Pate Kraft; 4, Fibres re-
cyclées avec désencrage; 5, PMM (Pite mécanique meule), PMR (Pate

mécanique raffinée) et/ou PITM (Pite thermomécanique); 6, PMM et
bisulfite 3 bas rendement.

** T (TRUITE), A (ALGUES), M (MICROTOX)
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FIGURE 17. TOXICITE DES EFFLUENTS DE PATES ET PAPIERS

EN FONCTION DU TYPE DE PROCEDE SANS
FCARD All TRAITEMENT DE U’EFFLUENT.
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Parmi les trois bioindicateurs, les algues sont appa-
rues comme les plus sensibles, sauf pour le procédé 2 ol le réactif

Microtox apporte la plus forte réponse toxique.

Bien que la différence de nocivité des effluents en
fonction du procédé industriel soit encore mal connue, les biotests de

toxicité s'avérent des outils sensibles pour la mettre en évidence.

3.3.g E\/aluation de la toxicité des effluents de 1 industrle _des

Nous avons cherché également a évaluer la toxicité des
effluents selon le deqgré de traitement qui leur était accordé. Le

tableau 28 montre le bilan de cette évaluation.

La oconclusion principale du tableau 28 est claire: les
trois bioindicateurs montrent une diminution de toxicité en fonction
du traitement apporté a l'effluent. Cette constatation soutient
également l'opinion que le traitement biologique constitue un des
moyens efficaces pour diminuer la charge toxique des effluents de
pites et papiers (Rainville et al., 1975; Beak Consultants, 1978;

Hutchins, 1979; Moilanen et al., 1980; Besner et Van Coillie, 1981).

Lors de 1'évaluation, on remarqua aussi que les
indicateurs sublétaux (algues et Microtox) révélaient les différences

de toxicité avec une acuité plus nette que le biotest avec la truite.
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TABLFAU 28. TOXICITE DES FFFLUENTS DE PATES ET PAPIERS EN
FONCTION DU TYPE DE TRAITEMENT DES REJETS

TRAITEMENT*  NOMBRE "UNITES TOXIQUES /EFFLUENT SOMME DES UNITES TOXI-
DTEFFLUENTS QUES PAR EFFLUENT
k] Dx* MY *

0 21 9,9 89 138,9
‘dont 19 o ' - 40 ' )

1 21 3,5
dont 19 20 51,5
dont 16 T T 28 -

2 6 1,0 1,1 4,5

. - »dOnt,S PR— - P - - 2,4 - P - . - .
Total 14,4 111,4 69,1

¥ 0, aucun traitement; 1, traitement primaire et 2, traitement secondaire bio-
logique
*%7 (TRUITE), A (ALGUE), M (MICROTOX)
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Parmi les effluents étudiés, un seul possédait un
systéme de traitement normatif considéré comme étant le meilleur
disponible en fonction de 1'état de la connaissance technologique
actuelle (BPT "Best Practicable Technology: Environnement Canada,
1984). Tel qu'indiqué au tableau 29 dans le relevé des résultats
utilisés dans ce chapitre, la toxicité de cet effluent était non
décelable pour les truites et le systéme NIicrotox et se révélait tres

faible pour les algues (CI50: 56% et 70%).

Notons finalement que les effluents traités de la méme
facon et issus du méme type de procédé industriel avaient une toxicité
qui changeait relativement peu lorsqu'ils étaient échantillonnés a des
dates différentes (tableau 29)*. Ceci traduit une constance pour la
toxicité des effluents industriels de pites et papiers et rejoint des

observations analogues faites par Loch et McLeod (1974).

¥ T1 s'agit de 1 effluent codé 540, 543, 5606 et 567 (donc, echantillon-
né A 4 reprises), procédé: 2, traitement: 2 et de 1l'effluent codé
557, 589 et 627 (échantillonné d 3 reprises), procédé: 2, traite-
ment: 1.



du Date de Description de l'effluent Truite Algues Microtox Type de procede*(1-6),
st 1'échantillonnage CL50-96 heures CI50-8 jours CIS50-5 mi- Traitement**(0-2)
v nutes
49 06/07/76 Final 44 25 — 6% — O%*
51 08/07/76 Final 30 7 —_— 6 -1
54 21/07/76 Final 90-100 28 - 3 -1
5% 22/07/76 Final 90-100 28 _ 3 -1
61 04/08/76 Final 12 2 —_ 4 -0
3 03/09/76 Final >100 10 — 1 -1
40 12/08/80 Final >100 15 62 2 -2
42 16/09/80 Final 50 —_ >100 1 -1
43 08/10/80 Final 80-100 - >100 2 -2
49 13/05/81 Bassin de sédimentation >100 7 56 Atypique
50 21/05/81 Final 56 3 0,4 3 -1 é
51 02/06/81 Final >100 73 >100 1 -0 v
52 10/06/81 Final >100 56 >100 3 = 2 (BPT)***
53 11/06/81 Final >100 70 >100 3 - 2 (BPT)
£4 18/06/81 Final 5,6-10 <2 41 6 -0
55 09/07/81 Final >100 >100 >100 3 -1
50 16/07/81 Final 13,5-24 1 9 6 -0
57 22/07/81 Final 24-32 5 6 2 -1
58 22/07/81 Points C, D 1-2,4 0,3 0,6 Eaux de procédé
59 24/07/81 Eaux blanches - 0,1 2 Faux de procédé
12/08/81 Final (Point 1D) 75-100 68 >100 2 -2



TABLFAU 29. RELEVE DES EFFLUENTS DE PATES ET PAPIERS
UTILISES FOUR L'ETUDE ET [E LEURS CI50 ET CL50 (suite)

Date de

Description de l'effluent Truite Algues Microtox Type de procede*(1-6),

:sfu 1'échantillonnage CL50-96 heures CI50-8 jours CI50-5 mi- Traitement**(0-2)
‘nutes

67 12/08/81 Final (Point 2D) 75-100 84 >100 2 -2

>89 23/09/81 Final (Point A) 42~56 2 6 2 -1

390 23/09/81 Nouveau procédé (Point F) 2 0,1-1 1 Eaux de procédé

399 25/10/81 Final 75-100 5 21 Atypique

506 18/11/81 Final (Point A) 56 1 19 Atypique

509 24/11/81 Final (Point C) - 3 43 4 -1

14 04/12/81 Final (Point C) 42 3-6 30 4 -1

518 17/06/82 Final 65-100 18 6,2 3 -0 !

326 17/06/82 Final 65-100 3,6 22 3 -¢C $

527 07/07/82 Final (Point A) 24-65 2 ' 2 2 -1

528 07/07/82 Eaux blanches 1-5,6 1 2 Eaux de procédé

531 14/07/82 Final 5 3,0 4,3 Atypique

333 21/07/82 Final (Point A) 10-13,5 2,1 ' 2,6 6 -0

334 28/07/82 Final 65-100 37 17 3 -0

»35 28/07/82 Final 65-100 43 24 3 -¢

537 04/08/82 Final (Kraft Point A) 5,6-10 10 11 3 -1

>38 04/08/82 Final (Point C) 24~-42 15 3,5 3 -1

339 12/08/82 Final 5,6-10 5,9 2,8 5 -0

340 19/08/82 Final 5,6-10 4,2 2,7 6 -0

541 19/08/82 Final (Point C) 5,6 0,57 2,1 6 -0

342 15/09/82 Final 10-18 0,51 2,5 6 -0



TABLFAU 29. RELEVE DES EFFLUENTS DE PATES ET PAPIERS
UTILISES POUR L'ETUDE ET DE LEURS CI50 ET CL50 (fin)

) Au Date ae Description de 1 effluent Truite Algues Microtox Type de procede*(1-6),

st 1'échantillonnage CL50~96 heures CI50-8 jours CI50-5 mi—- Traitement**(0-2)
nutes

43 27/09/82 Final >100 63 47 Atypique

544 27/10/82 Final >100 7 10 3 -

549 09/11/82 Final 42-65 58 9,3 6 -0

550 09/11/82 Final 13,5-18 C,1l6 0,74 6 -0

555 24/11/82 Final 5,6-10 7,3 2,2 6 -0

556 24/11/82 Final 1-5,6 0,30 0,52 6 -0

657 01/12/82 Final 20 2,1 4,4 6 -1

559 17/06/82 Final 18-24 7 77 5 -1 '

662 28/07/83 Final 65 9 37 6 -1 E

563 12/08/83 Final 7,5-13,5 1,5-3 3 6 -0 '

664 12/08/83 Ecorgage 7,5 25 5 Eaux de procédé

665 18/08/83 Final 5,6-10 1,5-3 2 6 -0

666 29/08/83 Final 5,6 2 2 5 -0

668 14/11/83 Final 65-100 6 5 3 -1

669 14/11/83 Final 24-42 12,5 45 5 -1

Types de procédés industriels: 1, Papier fin: 2, Pite mi-chimique; 3, Pite Kraft; 4, Fibres recyclées avec désencrage; 5,
Pite mécanique meule (PMM), Pite mécanique raffinée (PMR) et/ou Pite thermo-mécanique (PIM); 6, PMM et bisulfite & bas
rendement.

* Traitement de 1'effluent: O, aucun traitement; 1, traitement primaire; 2, traitement secondaire biologique.

** BPT: Traitement fait selon le "Best Practicable Technology".
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3.4 Sammaire

lLa toxicité d'une cinquantaine d'effluents provenant de
fabriques de pites et papiers sises dans la province de Québec
(Canada) a été évaluée en réalisant concurremment des bioessais a
trois niveaux trophiques. Les biotests ont été entrepris avec la

truite arc-en-ciel (Salimo gairdneri), 1l'algue Selenastrum capricor-

nutum et le réactif bactérien (Photobacterium phosphoreum) du systéme

Microtox.

Les résultats des 3 séries de bioessais présentaient
une excellente concordance générale entre eux et ont mis en évidence
une nocivité marquée chez la plupart de ces rejets. Ils ont également
explicité la valeur d'emploi des tests avec algues et/ou Microtox,
pour fins de dépistage, afin de situer le degré de toxicité des
effluents de l'industrie des pites et papiers. BEn outre, lorsque ces
deux biotests sont réalisés en support au test de toxicité létale
aiqué avec la truite, ils améliorent la caractérisation écotoxique car

ils y apportent une dimension sublétale & deux autres étages trophi-

ques.

Parmi les trois bioindicateurs, les algues se sont
montrées les plus sensibles, suivies des bactéries du systéme Microtox
et, enfin, des truites. Ia plus grande sensibilité des indicateurs
microbiologiques s'explique entre autres par le fait que ceux-ci

expriment leur réponse toxique au niveau sublétal par rapport aux
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poissons utilisés pour des réponses de létalité. On constata aussi
que-la meilleure concordance de sensibilité se situait entre algues et
bactéries Microtox; ceci serait partiellement imputable au rapproche-

ment phylogénique existant entre ces deux indicateurs.

Les biotests utilisés ont aussi été trés appropriés
pour discerner la toxicité des effluents en fonction du type de pro-
cédé industriel emwployé et du type de traitement qui leur est apporté.
A cet égard, les bioindicateurs s'avérent de précieux outils de
gestion qui se révélent essentiels pour 1'évaluation de rejets com-

plexes du genre étudié.

3.5 Perspective

Pour tester 1l'écotoxicité d'un rejet en milieu aquati-
que, les gestionnaires de l'environnement souhaitent des bioessais qui
répordent aux exigences suivantes: représentativité des bioindica-
teurs, sensibilité, simplicité, rapidité, "reproductibilité" et cofiit
raisonnable. Aucun bioessai ne peut satisfaire concomitamment a
toutes ces exigences et on préconise de plus en plus la combinaison

de quelques biocessais de type différent pour y répondre.

Le choix de quelques bicessais camplémentaires favorise
aussi une évaluation plus intégrée de 1'écotoxicité d'un rejet car on

peut alors obtenir des données sur les aspects suivants:
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effets sur plusieurs étages écologiques (producteurs, micro ou

macro—-consamateurs, transformateurs)

toxicité & différents paliers (létal, sublétal aigu ou sub-aigu,

chronique)

concordance des réponses toxiques

rapidité des effets
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INTEGRATION

Les agences de protection de 1l'environnement doivent
fonctionner sur les plans cognitif, curatif et préventif afin q'attein-
dre leurs objectifs; dans cet ensemble, la fonction cognitive est un
pré-requis essentiel qui conditionne le succés des deux autres fonc-
tions. Il est donc impératif que l'on dispose de méthodes fiables et
sensibles pour évaluer les différents rejets susceptibles de perturber
l'environnement. ILe développement des biocessais dont il est question
dans cette thése a été réalisé en ce sens. Leur utilité ne fait nul
doute dans le cadre d'une démarche intégrée visant a démasquer le
potentiel d'impact d'eaux résiduaires, ol chaque biotest contribuerait

a élucider le "puzzle écotoxique" de ces eaux.

Une telle démarche intégrée peut étre articulée selon

trois niveaux de protection environnementale (tableau 30).

Pour représenter 1'évolution de 1'écotoxicité entre ces
trois niveaux, nous avons conceptualisé une "spirale de 1'écotoxicité"

(figure 18).

Cette spirale, qui contient cing bandes de tons dis-
tincts représentant les cing plus importants paliers trophiques de
1'écosystéme aquatique (i.e. transformateurs, producteurs, consom-

mateurs primaires, consammateurs secondaires et consommateurs ultimes),



TABLEAU 30. NIVEAUX DE PROTECTION ENVIRONNEMENTALE POUR L'BECOTOXICITE MUATIQUE

NIVEAUX
CONSIDERES

Premier

Deuxiéme

Troisiéme

DEREGLEMENTS IMPACTS ECOTOXIQUES
CAUSES CONSEQUENCES DIMENSIONS PORTEES

Présence excessive de Disparition quasi-totale Toxicité létale (aiqué Locale
pollution (contaminants, des composantes biotiques a sub-aigué)
agents pathogénes, conditions| du milieu a 1'exception
physico~chimiques altérées, d'espéces trés tolérantes
etc) (certaines bactéries, par

exenple)
Présence sublétale de Débalancerent de la diver- Toxicité sublétale Régionale
pollution amenant un sité biologique et stress (aigué a sub-aiqué) résul-
potentiel écotoxique et physiologiques a court et/ou tant d'effets directs (&
un déséquilibre dans le moyen terme court et/a moyen terme)
milieu aquatique facilement mesurables

Réduction dans la survie a Toxicité chronique résultant Glomale

Toxicité insidieuse qui n'est
guére assimilable par le
milieu récepteur et agit par
des mécanismes de biocaccumi-
lation et/ou mutagénicité

long terme (taux de crois-
sance et de la reproduc-

tion des espéces), déstabi-
lisation des structures et
fonctions des écosystémes
aquatiques avec possibilité
de récurrence d'effets létaux,
induction de problémes géno-
toxiques.

d'effets insidieux a long
terme relativement diffici-
ciles a@ quantifier

-6hT-
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s'ouvre progressivement dans quatre secteurs adjacents séparés par
deux axes perpendiculaires. L'axe vertical sépare les effets toxiques
létaux et sublétaux tandis que l'axe horizontal distingue les effets
toxiques directs et insidieux (chroniques). Le secteur 1 correspond
au premier niveau de protection environnementale qui doit étre
envisagé afin d'évaluer les effets écotoxiques létaux ayant un impact
local flagrant. Le secteur 2 équivaut au deuxiéme niveau de protec-
tion environnementale devant étre considéré afin d'estimer 1'écotoxi-
cité sublétale & court ou a moyen terme dont 1l'impact est souvent
régional. lLe secteur 3 représente le troisieme niveau de protection
environnementale dont il faut tenir compte car sa toxicité chronique
a généralement une 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) a
létale (secteur 3L) par des mécanismes de bicaccumilation ou de géno-
toxicité. Ainsi, on peut concevoir qu'en s'écartant davantage de son
point de départ, la spirale de 1l'écotoxicité concerne tout d'abord des
effets létaux, lesquels produisent par dilution différents effets
sublétaux. Ensuite, alimentée par des mécanismes de bioaccumulation
et de génotoxicité, la toxicité sublétale entraine des effets
chroniques; ceux-ci peuvent progressivement induire une toxicité

létale, ce qui compléte ainsi un cercle évolutif de la toxicité.

Le concept projeté par la spirale d'écotoxicité
soutient, de toute évidence, que le devenir des molécules toxiques

libérées dans l'environnement est beaucoup trop camplexe pour limiter
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la responsabilité de toute évaluation environnementale a l'analyse
chimique comme le font les stratégies classiques. Au contraire, une
alliance de données biologiques et chimiques s'avére indispensable
pour mettre en évidence les effets (déterminés avec des bioessais)

déstabilisateurs de 1'écotoxicité et pour en identifier les causes

(précisées par les analyses chimiques). Il n'est d'ailleurs plus
possible d'ignorer ou de contester l'uﬁilisation d'organismes
biologiques pour évaluer l'ampleur des dommages faits i 1'environ-
nement puisque ce sont eux qui y sont les plus exposés et les mieux
qualifiés pour indiquer des perturbations potentielles aux écosys—
témes. En outre, il s'avére de pPlus en plus évident que l'analyse
chimique augmente en valeur lorsqu'elle est associée a des bicanalyses
dans une évaluation écotoxicologique. En revanche, lorsqu'elle est
réalisée seule, la paramétrologie chimique n'a qu'une valeur relative
pour la prédiction écotoxique wvu qu'elle ne peut préciser 1la
biodisponibilité des nombreux polluants, ni leur spéciation écotoxique
(par exemple, la différence d'effets de Cu++ sous forme de sulfates ou
carbonates), ni leurs interactions (synergisme ou antagonisme), ni
leur durée d'effets en fonction de 1la biocaccumulation ou de 1la
biodégradation. D'autres limitations inhérentes & 1'utilisation
exclusive de la chimie sont le manque de sensibilité 3 détecter
certains polluants, le oofit prohibitif de plusieurs types d'analyses
ainsi que la virtuelle impossibilité de pouvéir identifier 1la

totalité des molécules présentes dans un échantillon.
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On assiste, d'ailleurs, 3 un engouement spectaculaire
de 1'importance des biotests pour le domaine aquatique, comme 1'ont
récemment témoigné deux symposiums internationaux (Leclerc et Dive,
1982; Persoone et al., 1984), ainsi que des récents développements en
biotechnologie environnementale (Roque, 1984; Van Coillie et al,

1984Db).

L'importance d'évaluer l'impact de sources polluantes a
un deuxiéme (sublétalité) et d& un troisiéme niveau (toxicité chro-
nique) de protection environnementale devient essentielle car 1'éco-
toxicité peut perturber la fonction d'un écosystéme sans tuer des
organismes qui en composent la structure (Cairns, 1980) et occasionner
ensuite progressivement des disparitions d'espéces lors d'une exposi-
tion prolongée d'une substance ou source polluante quelconque (Cairns
et al., 1981). L'homme, & plus ou moins long terme, risque de perdre
gros avec les effets insidieux de l'éootoxicité car, came le déclare
Ramade (1979), la dispersion de substances toxiques dans le milieu
naturel peut, d'une part, occasionner la disparition de ressources
naturelles importantes sur le plan alimentaire, et d'autre part,
contaminer la pyramide écologique dont nous représentons le sommet.
Ces quelques considérations démontrent bien la nécessité d'évaluer
1l'écotoxicité des rejets a des niveaux autres que celui de la létalité

et montrent le rSle primordial des biotests dans un tel hut.

I1 est cependant virtuellement impossible de prévoir

toutes les conséquences, 3 court et long terme, de 1l'introduction
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d'une source polluante dans 1l'environnement. Une méthode d'analyse
intégrée permet, toutefois, de réduire une grande part d'incertitude a

cet égard.

La structure et la marche 3d suivre des méthodes
pour une analyse globale de toxicité différent (Lloyd, 1980b; Cairns,
1983b; Chapman et Long, 1983). Parmi les méthodes les plus
intéressantes, l'une emprunte une démarche séquentielle et 1l'autre
préfére 1'exécution similtanée de plusieurs types de bioessais. La
méthode dite "séquentielle" ou "par étapes” emploie au départ des
biotests de dépistage simples et peu coliteux suivis, si nécessire,
d'essais biologiques de complexité croissante (Cairns, 1983b). Il
faut décider d chaque étape s'il est nécessaire de poursuivre
1l'analyse par des biotests additionnels. Malgré la valeur évidente
d'une telle approche, particuliérement pour 1l'évaluation de la
toxicité de substances pures, elle ne constitue pas la meilleure
méthode d'analyse de 1l'écotoxicité de rejets contenant plusieurs
substances différentes. Les principeles failles de la méthode

séquentielle sont les suivantes:

. On assume, sans preuve scientifique & l'appui, que les bioessais
placés au début de la séquence d'essai prédiront adéquatement les
effets toxiques des biotests placés plus loin dans la séquence,
lesquels sont réalisés avec des organismes situés & d'autres

niveaux d'organisation biologique:
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. Les biocessais initiaux, congus principalement pour indiquer des
effets toxiques létaux, ne peuvent tout simplement pas prédire la
gamme des effets sublétaux et chroniques résultant d'une exposition

aux polluants étudiés;

. Subséquemment aux lacunes notées aux deux paragraphes antérieurs, il
y aurait une sous-estimation importante du potentiel écotoxique de

la substance a 1'étude:

. Le processus séquentiel peut avoir, sur le plan de la gestion, une
basse rentabilité au niveau du temps et du colit total des opéra-
tions, surtout si la valeur de prédiction écotoxique n'augmente pas

au fur et a mesure que progressent les étapes.

La deuxiéme méthode d'analyse, récemment considérée pour
1'évaluation du potentiel écotoxique de substances altéragénes (Van
Coillie et al., 1984a), s'avere plus intégrée et est dite "simultanée"
(tableau 31). En effet, cette approche préne la réalisation
concomitante de plusieurs biotests représentatifs de niveaux différents
d'organisation biologique et considére ensemble les toxicités létale,
sublétale et chronique ainsi que certaines autres dimensions
environnementales. La mise en évidence des principaux problémes reliés
a 1'écotoxicité caractérise ce systéme d'évaluation (Blaise et al.,
1984). Il fait appel 3 une série de biotests capable d'offrir la
meilleure prédiction écotoxique possible de fagon rentable en temps et

argent. Bien structuré en fonction de besoins spécifiques,



TABLFAU

31. APPROCHE SIMULTANEE FOUR L'EVALUATION
ECOTOXICOLOGIQUE DES REJETS EN MILIEU

AQUATIQUE

REALISATION SIMULTANEE DE BIOTESTS REPRE-
SENTATIFS DE DIFFERENTS NIVEAUX:

1. BOOLOGIQUES (ESPECES VARIEES)
2. FBCOTOXIQUES (LETAL, SUBLETAL,
CHRONIQUE)

OBJECTIF

MISE EN EVIDENCE DES PRINCIPAUX

PROBLEMES ECOTOXIQUES

TOXICITE

LETALE, SUBLETALE, CHRONIQUE |
CYTOTOXICITE
GENOTOXICITE

ENRICHISSEMENT

EUTROPHISATION
CHARGE ORGANIQUE

‘ . IR DES POLLUANTS

BIOACCUMULATION
BIOAMPLIFICATION
BIODEGRADATION
PERSISTANCE

‘ . PROBLEMES MICROBIENS

CONTBMINATION FECALE
PATHOGENES HUMAINS,
ICHTHYENS, ETC.
MULTIRESISTANCE AUX ANTI-
BIOTIQUES

=951~
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ce plan d'action peut étre utile pour analyser diverses situations
environnementales sans présenter les faiblesses inhérentes a 1'approche
étapiste. L'expérimentation d'une telle approche a été menée de fagon
exhaustive sur des prélévements liquides provenants de dépotoirs (Van
Coillie et al., 1983a). Les résultats de cette étude ont confirmé
1'utilité de 1'approche écotoxicologique simultgnée et d'autres
expérimentations similaires sont présentement en cours i nos labora-
toires (Environnement Canada, Région du Québec, Iongueuil, Québec) avec
des effluents industriels en vue d'apporter des ajustements graduels a

la méthode.

Pour toute évaluation écotoxicologique de rejets liqui-
des, il faut tenir compte de plusieurs considérations. En premier
lieu, il est nécessaire d'obtenir des résultats pour les trois niveaux
de protection environnementale correspondant aux trois dimensions de
1'écotoxicité conceptualisées & la figure 18. Il est également im-
portant de réduire le plus possible le délai entre 1'échantillonnage et
les (bio)analyses ultérieures afin de maintenir la représentativité de
1'évaluation entreprise. La réalisation de plusieurs types de bio-
essais s'avére aussi essentielle en fonction de variables telles que le
palier d'écotoxicité (i.e. 1étal, sublétal, chronique), 1'étage écolo-
gique (transformateurs, producteurs, consommateﬁrs), la durée de
1l'exposition (biotests & court, moyen et long terme), les espéces
représentatives et les paramétres de toxicité. Il y a en plus les
particularités spécifiques aux prélévements, le coiit des diverses

analyses a effectuer ainsi que leur répétition minimale pour



-158-

l'obtention de résultats fiables. Finalement, le degré de précision de
1'évaluation demandé par les centres de décision influencera nécessai-

rement la portée de l'estimation écotoxique.

Dans cette perspective d'une évaluation intégrée visant
a dresser le portrait écotoxique de rejets liquides, les biotests dont
il est question dans cette thése ccmstituént une contribution, comme
1l'indique le tableau 32 qui présente les principaux avantages associés

a leur utilisation.



NIVEAU TROPHIQUE

TEST

AVANTAGES

NIVEAU D’APPLICATION

UTILLISATION SUGGERLE

Transformateurs

Producteurs

Consommateurs

Microtox (CIS0 avec
(Photobacterium phos-
phoreum): chapitre 3

Biotest algal sur
microplaque (CI50 avec
Selenastrum capricornu-
tum): chapitre 1

Bictest algal classi-
que (CI50 avec Sele-~
nastrum capricornutum):
chapitres 1 et 3

Ichthyotest de
létalité (CL50 avec
Salmo qairdneri):
chapitres 2 et 3

Ichthyotest de
sublétalité (CMS
avec Salmo gaird-
neri): chapitre 2

Simple, exécution rapide,
peu colteux, obtention ra- :
pide des résultats, bonne
standardisation, applica-
tions environnementales
nonbreuses

Essai miniaturisé sinple,
exécution rapide, peu col-
teux, polyvalent d'applica-
tion, potentiel 4'automati-
sation avec trés grand ren-
dement

Essai bien standardisé et
polyvalent d'application

Essai bien standardisé et
relativement sensible

En exploitant 1'ATP comme
critére d'estimation de la
vitalité cellulaire, oet
essai s'avére utile a préci-
ser le seuil de stress
ichthyen pour les rejets
industriels

ECOTOXIQUE
Deuxiéme: sublétalité
aigué
Deuxiéme: sublétalité

T . e
algue a sub-aigqué

Deuxiéme: sublétalité

algue a sub-aigué

Premier: 1létalité
algue a sub—aigué

Deuxiéme: sublétalité
algue a sub-aigqué

Pour fins de dépistage
lors d'une premiére
évaluation de rejets et/
ou de polluants spéci-
fiques

Paur fins de dépistage
lors d'une premiére
évaluation de rejets
et/ou de polluants spé-
cifiques

!
Précision confirmative }g_g
lors d'une deuxiéme éva-
luation plus approfondie
de rejets et/ou de
polluants spécifiques

Précision confirmative
lors d'une deuxiéme éva-
luation plus approfondie
de rejets et/ou de
polluants spécifiques

Précision confirmative
lors d'une deuxiéme éva-
luation plus approfondie
de rejets et/ou de
polluants spécifiques
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