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· , RESUME 

Diverses activités anthropogéniques contribuent à un 
"stress génotoxique" pour l'environnement, ainsi que le 
démontrent plusieurs études récentes. L'interprétation de 
ce genre particulier d'agression est souvent difficile au 
niveau de son impact potentiel. Dans ce contexte, nos 
préoccupations à l'égard des effluents industriels nous ont 
amenés à développer une procédure expérimentale qui vise, 
tout d'abord, à dépister leur génotoxicité et, ensuite, à 
évaluer la façon dont le phytoplancton peut interagir avec 
celle-ci. L'évaluation des caractéristiques génotoxiques 
initiales des effluents est déterminée par l'analyse de 
trois sous-échantillons, soit: 1) la phase liquide de 
l'échantillon, 2) celle-ci après extraction et 
concentration et 3) l'extrait concentré de la phase solide 
de l'échantillon. L'étude de la capacité du phytoplancton à 
interagir sur les caractéristiques génotoxiques des 
échantillons s'effectue 1) sur l'extrait concentré de la 
biomasse algale (Selenastrum capricornutum) après 
exposition à l'effluent initial, 2) sur l'effluent mis en 
contact avec la population phytoplanctonique (le 
surnageant) et 3) sur l'extrait concentré du surnageant. Le 
SOS chromotest (test colorimétrique quantitatif pour les 
génotoxines) a été utilisé pour évaluer chacun des six 
sous-échantillons des effluents étudiés. 

La mise au point de la procédure expérimentale a été 
réalisée à partir d'expériences avec des substances pures 
soit le 4-Nitro Quinoline N-Oxide, le 2 Amino Anthracène et 
le N-Methyle-N'-Nitro-n-Nitroguanidine. Les procédures 
élaborées se sont révélées efficaces pour mettre en 
évidence les caractéristiques génotoxiques des effluents 
industriels et la capacité du phytoplancton à interagir sur 
ces caractéristiques. L'étude a permis de faire ressortir 
différentes interactions phytoplanctoniques face à ce type 
d'agression. On retrouve, entre autres, la détoxification, 
la bioaccumulation de génotoxines, l'activation potentielle 
de pro-mutagènes, la production endogène de génotoxines 
ainsi que la modification des composants de certains 
échantillons sans pour autant modifier le potentiel 
génotoxique de l'échantillon. 
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INTRODUCTION 

De récentes études ont clairement établi que des 

molécules chimiques génotoxiques sont 

dans l'environnement (De Raat 

largement répandues 

et al. , 1985). La 

génotoxicité en~lobe 

héréditaires 

matériel génétl~~c des 

(Wright, 1980). On 

toutes les agressions létales et 

le caryotype et l'extracaryotype du 

cellules germinales et somatiques 

constate que parmi tous les - agents 

génotoxiques connus, c'est-à-dire ceux en mesure d'altérer 

de façon directe ou indirecte la structure ou l'expression 

des gènes cellulaires (virus, radiations ionisantes, ultra­

violets, et composés chimiques), les composés chimiques ont 

une importance majeure (Miller et Miller, 1981). Une large 

portion des cancers humains pourrait découler d'une 

exposition à des composés chimiques toxiques présents dans 

l'environnement (McCann et al., 1979). De plus, certains 

effets génotoxiques ont été observés chez des organismes 

vivant dans des environnements contaminés, notamment dans 
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le milieu aquatique où sont déversés un nombre considérable 

d'effluents industriels toxiques (De Raat et al., 1985). 

L'exposition à des agents génotoxiques entraîne de 

nombreux effets délétères pour la santé humaine tels des 

tares hériditaires, le développement de cancers, de tumeurs 

ainsi que de certaines maladies métaboliques (Meier et 

Bishop, 1985). On considère également que l'exposition à 

des agents mutagéniques pourrait jouer un rôle important 

au niveau de l'étiologie de certaines maladies humaines 

comme par 

cristallin 

exemple 

(Hartman, 

l'artériosclérose, le 

1983), l'activation 

sénile du 

de maladie 

coronarienne ainsi que l'accélération de certains processus 

de vieillissement (SBSC et Environnement Canada, 1986). 

La présence de pollution mutagénique/cancérogénique 

doit donc être surveillée en respect des effets potentiels 

sur la santé humaine mais également en raison des impacts 

directs possibles sur l'écologie du milieu. 

Malheureusement, les substances 

difficilement détectables. Certaines 

caractérisées par des effets rapides 

génotoxiques sont 

substances toxiques 

et aigus sur les 

organismes permettent 

contraire, les effets 

agents génotoxiques 

une détection rapide des sources. Au 

découlant d'une exposition à des 

ne se manisfestent pas immédiatement 
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surtout lorsqu'il s'agit de tumeurs, de cancers ou encore 

de tares génétiques. Les effets seront alors détectés 

plusieurs années, voire même plusieurs générations plus 

tard, rendant la relation de cause à effet difficile et 

même impossible dans certains cas. De plus, comme le 

précise Zimmermann (1985), les différentes sources 

potentielles d'agents génotoxiques requièrent différentes 

approches expérimentales pour être identifiées. Jusqu'à ce 

jour, très peu de procédures normalisées sont disponibles, 

particulièrement lorsqu'il est question de rejets 

complexes. Pourtant, plusieurs recherches dans ce domaine 

se préoccupent d'évaluer le potentiel génotoxique 

d'échantillons complexes. Les eaux résiduaires d'origine 

industrielle n'échappent pas à cet intérêt général, et ce, 

depuis la mise en évidence de la présence de génotoxines 

dans certains effluents (Somani et al., 1980). 

Afin de caractériser le potentiel génotoxique des eaux 

résiduaires d'origine industrielle, deux approches sont 

disponibles 

La première, plus traditionnelle, 

l'utilisation de méthodes décrites en chimie 

est basée sur 

analytique et 

porte principalement sur l'isolation et l'identification 

des différents composés de l'échantillon. On entreprend 

ensuite des tests de dépistage génotoxique sur chacun des 
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composants. Cette approche pose certains problèmes. D'une 

part, elle peut constituer un travail colossal. En effet, 

certains échantillons contiennent un grand nombre de 

composés chimiques détectables lesquels, doivent être 

évalués individuellement pour déterminer leur activité 

(Parry, 1985) . D'autre part, de tels génotoxique 

échantillons sont 

non-identifiés et 

formés de plusieurs autres composants 

même inconnus (Zimmermann et Taylor-

Mayer, 1985). Enfin, suite à une individualisation des 

différents composants, les analyses effectuées ne peuvent 

tenir compte des réactions synergiques, antagonistes ou 

additives qui peuvent intervenir. 

Afin de pallier à certains de ces problèmes, une 

seconde approche est considérée; le présent travail s'en 

inspire, d'ailleurs. Celle-ci consiste à étudier 

l'échantillon directement à 

évidence 

l'aide 

du 

de bioessais qui 

potentiel génotoxique permettent la mise en 

d'effluents complexes. Il nous semble plus utile d'orienter 

les efforts exPérimentaux sur l'étude du mélange. En effet, 

l'effluent étant libéré dans l'environnement dans sa 

totalité, les organismes sont dès lors exPosés à l'ensemble 

des composants et non à chacun d'eux individuellement. 

L'interprétation de la génotoxicité de l'effluent nous 

apparaît donc plus révélatrice selon cette approche. 



5 

Dans cette optique, on reconnait également que tout 

organisme vivant possède un certain nombre de processus 

métaboliques qui peuvent transformer les caractéristiques 

des produits toxiques. Cet aspect doit être pris en compte 

pour structurer une approche fiable de dépistage du 

potentiel génotoxique. 

Par ses capacités métaboliques, le phytoplancton 

pourrait être en mesure de produire, premièrement, une 

détoxification (biodégradation ou transformation) des 

génotoxines présentes dans un échantillon. Deuxièmement, il 

a déjà été constaté que certaines espèces phytoplanc­

toniques concentrent les polluants de plusieurs ordres de 

grandeur au-dessus du niveau ambiant (Levine, 1984). La 

bioaccumulation de substances génotoxiques par les algues 

ainsi que par certains organismes de la chaîne alimentaire 

a déjà été mise en évidence (Barbes, 1980; Levine, 1984; 

Pittinger et al., 1987) . Par contre, la caractérisation 

chimique des substances entreposées dans les cellules 

représente une zone grise. Il n'en demeure pas moins que si 

les algues sont en mesure de bioconcentrer les génotoxines 

d'un effluent, cette bioconcentration peut se propager tout 

au long de la chaîne alimentaire. De plus, comme le 

souligne Levine (1984), l'analyse d'extraits dérivés 

d'espèces bioaccumulatrices par des tests de mutagénicité 

microbienne pourrait devenir une technique puissante de 

dépistage du potentiel génotoxique. 
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Le phytoplancton est, troisièmement, en mesure 

d'activer certains précurseurs génotoxiques (pro-mutagènes 

et pro-cancérogènes). Ces composés ne sont pas génotoxiques 

dans leur forme originale. Ils peuvent cependant devenir 

biologiquement actifs suite à une conversion métabolique. 

Le produit actif, soit le mutagène ou le cancérogène 

définitif, est formé au cours du , métabolisme dans des 

tissus spécifiques de certains organismes. Ces processus 

d'activation métabolique ont principalement lieu, chez les 

mammifères, dans des cellules spécialisées comme celle du 

foie (Wright, 1980). L'activation métabolique de pro­

mutagènes et de pro-cancérogènes peut avoir lieu partout 

dans la biosphère et chacun des maillons de la chaine 

alimentaire doit être considérée comme un site potentiel 

d'activation métabolique (Zimmermann et Taylor-Mayer, 

1985). Le phytoplancton, de par sa position stratégique 

dans la chaîne trophique, jouerait un rôle important à ce 

niveau. Certains travaux, notamment ceux de Gentile et 

Plewa (1982), de Plewa et al. (1984) et de Plewa (1985), 

ont d'ailleurs démontré la transformation de certains 

pesticides et insecticides non mutagéniques en mutagènes 

des plantes. A leur instar, par une 

Schoeny 

action biologique 

et al. ( 1985) mentionnent que l'algue verte 

de produire des Selenastrum capricornutum est en mesure 

métabolites à partir de BaP (Benzo(a)Pyrène) ou de 

faciliter la transformation des BaP en dérivatifs 

mutagéniques identifiés par le test d'Ames. 
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Suite à cette brève revue des biotransformations, il 

est bon de rappeler, comme le précisent Schoeny et al. 

(1985), que les études portant sur les interactions 

possibles des végétaux vis-à-vis des caractéristiques 

génotoxiques sont rares. Ce domaine est loin d'avoir été 

examiné en détail. 

Dans cette optique, nous présentons ici une démarche 

expérimentale permettant l'étude de deux aspects distincts 

du problème. Dans un premier temps, nous cherchons à. 

caractériser le potentiel génotoxique initial d'effluents 

industriels à. l'aide d'une procédure de dépistage primaire. 

Dans un deuxième temps, nous mettons en évidence la 

capacité du phytoplancton à. interagir sur les 

caractéristiques génotoxiques des échantillons. Cette 

approche séquentielle nous semble indispensable: elle 

permet une caractérisation plus fiable du potentiel 

génotoxique. En effet, les algues, par des transformations 

métaboliques sur les génotoxines, pourraient constituer un 

vecteur important de modifications des caractéristiques 

génotoxiques des effluents. Ces microorganismes pourraient 

contribuer à. l'élimination, à. l'activation et/ou à. la 

bioconcentration des génotoxines. Nous examinons ces 

potentialités dans la présente étude. 



CHAPITRE l 

, ; 

DEMARCHE EXPERIMENTALE 

La démarche expérimentale se divise en deux étapes. La 

première, illustrée à la figure 1, sert à déterminer le 

potentiel génotoxique initial des effluents. La deuxième, 

représentée à la figure 2, évalue la capacité du 

phytoplancton à interagir sur les caractéristiques 

génotoxiques d'un échantillon. La description de chaque 

étape de la démarche expérimentale ainsi que leur 

justification sont discutées dans ce chapitre. 
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Figure 1. Présentation schématique de la démarche exper1-
mentale utilisée pour mettre en évidence le 
potentiel génotoxique initial des effluents. 
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Figure 2. Présentation schématique de la démarche experl­
mentale' utilisée pour mettre en évidence la 
capacité des algues à interagir sur les 
caractéristiques génotoxiques d'un échantillon. 
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1.1- Evaluation du potentiel génotoxique des effluents 

industriels . 

1.1.1- Filtration 

La filtration a pour but, d'une part, de séparer la 

phase liquide et solide de l'effluent. Ainsi, le potentiel 

génotoxique peut être évalué sur chacune des phases, ce 

qui nous permet d'identifier la ou les phases 

problématiques. D'autre part, la filtration permet 

d'éliminer l'activité biologique durant la période 

d'entreposage. 

1.1.2- Phase liquide 

1.1.2.1- Tests de toxicité et de génotoxicité 

Les effluents industriels étant souvent constitués 

d'un mélange chimique complexe (Zimmermann, 1985), les 

composés toxiques, en y assumant leur présence, peuvent 

camoufler un potentiel génotoxique. Afin d'appréhender ce 

phénomène, des tests de toxicité sont d'abord effectués sur 

la phase liquide de l'effluent. Les résultats de ces tests 

de dépistage toxique permettent ensuite de préciser une 

gamme de concentrations relativement exemptes d'effets 

toxiques lors des tests subséquents de génotoxicité. 
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1.1.2.2 Extraction et concentration 

Le phénomène de dilution peut compliquer la mise en 

évidence de la présence de génotoxines (Levine, 1984). En 

effet, les substances génotoxiques se trouvent souvent en 

microquantité dans les eaux résiduaires et dans 

l'environnement en général (Saxena et Schwartz, 1979). De 

plus, on doit tenir compte des seuils de détection des 

tests utilisés (U.S. EPA, 1985). Pour remédier à ces 

problèmes, si aucune génotoxicité n'apparaît avec le test 

direct sur l'effluent (étape 1.1.2.1), on effectue une 

extraction; il en résulte donc une concentration de la 

matière organique extractible de l'échantillon. 

La concentration d'échantillons a fait l'objet d'un 

débat important ces dernières années . Tout d'abord, la 

problématique soulevée visait principalement à vérifier 

l'adéquation des procédures 

Ensuite, il s'agissait de 

de concentration développées. 

savoir si la proportion des 

composés chimiques et la composition du concentré obtenu 

reflétaient bien l'échantillon original. Enfin, pouvait-on 

assurer que la toxicité inhérente à toute concentration 

d'un échantillon ne limiterait pas la détection des 

génotoxines présentes? Bien que toutes ces questions 

n'aient pas été clarifiées complètement, la nécessité de 

concentrer les effluents en vue d'évaluer leur génotoxicité 
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est maintenant généralement acceptée (EpIer, 1980; McGeorge 

et al., 1985) et est appuyée par deux arguments probants. 

D'une part, les organismes de la chaîne alimentaire 

aquatique ont la capacité de bioconcentrer les produits 

chimiques de telle façon que les agents génotoxiques, même 

en microquantité, pourraient présenter un niveau de risque 

important (U.S. EPA, 1985). D'autre part, une exposition à 

long terme des humains, même à de très petites doses 

d'eaux 

les 

contaminées, 

incertitudes 

présente un risque important. Malgré 

scientifiques entourant toujours 

il est recommandé de 

produits (SBSC et 

l'évaluation d'une telle exposition, 

minimiser toute exposition 

Environnement Canada, 1986). 

à ces 

Après les étapes d'extraction et de concentration de 

la matière organique de l'effluent, on procède au test de 

dépistage génotoxique sur le concentré. 

1.1.3- Phase solide 

La matière en suspension retenue par le filtre 

constitue la phase solide de l'effluent. Il est important 

de caractériser le potentiel génotoxique de cette phase 

sachant que de nombreux produits 

faible solubilité peuvent s'y 

chimiques organiques de 

trouver. En effet, les 

particules en suspension sont capables d'adsorber une 
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grande partie des substances chimiques anthropogéniques 

provenant de sources isolées (Allan, 1985). 

L'analyse du potentiel génotoxique de la phase solide 

s'effectue en deux temps. D'abord, afin de rendre les 

substances organiques biodisponibles, on procède à 

l'extraction et à la concentration des substances retenues 

sur les filtres. Ensuite, on effectue 

génotoxicité sur le concentré obtenu. 

un test de 

Cette première partie du protocole permet d'établir le 

potentiel génotoxique initial de la phase liquide et solide 

des eaux résiduaires. En résumé, comme l'indique la figure 

1, trois sous-échantillons sont analysés afin de déterminer 

la capacité génotoxique des effluents soit: la phase 

liquide de l'effluent avant et après concentration ainsi 

que l'extrait concentré du filtre. 

1.2- Capacité du phytoplancton à interagir sur les carac­

téristiques génotoxiques d'un échantillon. 

1.2 . 1- Bioaccumulation 

La capacité des algues à modifier l'état génotoxique 

initial des effluents est étudiée par l'entremise de la 

bioaccumulation. Le microorganisme utilisé dans le cadre de 
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cette étude est la Chlorophycée unicellulaire ~ 

capricornutum, dont les propriétés accumulatrices ont déjà 

été mises en évidence (Blaise et al., 1981). Les exigences 

nutritives des différentes espèces d'algues d'eaux douces 

étant relativement voisines, le choix de l'espèce pour les 

biotests est justifiable en fonction des critères suivants: 

facilité des souches à être manipulée en laboratoire et 

représentativité de la physiologie générale de l'organisme 

pour le milieu testé (Couture, 1981). 

Afin d'être en mesure de procéder aux expériences de 

bioaccumulation, il est important que les concentrations 

testées d'effluents n'induisent tout au plus que des effets 

mineurs sur le métabolisme de base des algues exposées. En 

effet, il serait impossible de réaliser cettè étape si les 

concentrations utilisées entraînaient leur mortalité . Pour 

cette raison, on procède alors à une étape de pré­

bioaccumulation permettant de cerner la concentration 

maximale d'effluent à utiliser lors de l'exposition. Cette 

concentration ne doit induire aucune inhibition de la 

division cellulaire après une période d'exposition de 

quatre heures. En effet, la culture algale étant en phase 

exponentielle et asynchrone, une période d'exposition de 

quatre heures est suffisante pour mettre en évidence une 

inhibition de la division cellulaire. L'étape de 

bioaccumulation est ensuite réalisée. 



16 

Suite à cette étape, les algues, recueillies par 

centrifugation, sont séparées du surnageant de l'effluent 

avec lequel elles ont été mises en contact. 

1.2.2- Tests de génotoxicité 

1.2.2 . 1- Culot algal 

Afin de solubiliser les substances qui pourraient 

etre absorbées ou adsorbées par les algues, on procède à 

l'extraction et à la concentration du culot algal. Par la 

suite, on soumet le concentré au test de dépistage 

génotoxique. Le test de génotoxicité utilisé dans le cadre 

de cette étude est un test colorimétrique conçu pour les 

échantillons aqueux. L'extraction du culot algal est donc 

essentielle car les algues en tant que microorganismes 

particulaires constitueraient une interférence importante 

au niveau du test. 

1.2.2.2- Surnageant (effluent mis en contact avec les algues) 

Un premier test de dépistage génotoxique est effectué 

directement sur le surnageant afin de caractériser 

l'activité génotoxique de l'effluent après contact avec la 

population algale. Si la génotoxicité s'avère indétectable, 

on effectue, comme pour l'étape 1.1.2.2 et pour les mêmes 



17 

raisons, une extraction et une concentration du surnageant. 

Par la suite, on répète le test de génotoxicité sur 

l'extrait concentré. 

Ainsi que l ' illustre la figure 2, la mise en évidence 

des interactions phytoplanctoniques pouvant modifier les 

caractéristiques génotoxiques d'un échantillon, s'effectue 

à l'aide de tests de dépistage sur trois sous-composantes: 

(1) sur l'extrait concentré de la biomasse algale après 

exposition des cellules à l'effluent, (2) sur l'effluent 

mis en contact avec la population phytoplanctonique, c'est­

à-dire le surnageant et (3) sur l'extrait concentré du 

surnageant. La comparaison des résultats de l'activité 

génotoxique initiale des effluents avec ceux obtenus suite 

à la bioaccumulation permettra d'élucider les interactions 

phytoplanctoniques face à une agression génotoxique. Ceci 

fera l'objet de discussions à l'intérieur du chapitre 3. 

Nous précisons auparavant les protocoles expérimentaux au 

chapitre 2. 



CHAPITRE II 

, , 
MATERIEL ET METHODES 

Au chapitre précédent, nous avons exposé la démarche 

utilisée. Dans celui-ci, nous détaillons les différents 

protocoles expérimentaux qui s'y rattachent. L'ordre de 

présentation des protocoles est le même qu'au chapitre 

précédent. 

2.1- Choix des échantillons 

Afin de se familiariser avec les diverses procédures, 

une série de tests fut réalisée sur des produits purs dont 

la liste apparaît au tableau 1. Les procédures analytiques 

furent par la suite appliquées sur une série d'échantillons 

d'effluents industriels (tableau 2). 
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TABLEAU 1. Liste des substances pures dont l'activité géno­
toxique a été évaluée. 

Nom Nom chimique 

4NQO 4-Nitro Quinoline N-Oxide 

2AA 2 Amino Anthracène 

MNNG N-Methyle-N'-Nitro-n-
Nitroguanidine 

Témoin 

Caractéristique Concentration 
testée 

mglL 

mutagène 1.0 

pro-mutagène 1.0 

cancérogène 0.1 

eau déionisée 
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TABLEAU 2. Effluents industriels évalués pour leur activité 
génotoxique 

No. d'échantillon 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

Sources des effluents 

Industrie de pâtes et papiers 

Industrie de pétrochimie organique 

Industrie de pétrochimie organique 

Industrie de pétrochimie organique 

Industrie de pétrochimie organique 

Eau d'entrée pour l'industrie pétro­
chimique organique 

Eau d ' entrée pour l'industrie petro­
chimique organique 
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La solution de 4NQO est obtenue en dissolvant tout 

d'abord 3 mg de 4NQO dans 3 mL de DMSO 100% (v/v). Cette 

solution est ensuite ajoutée à 3 L d'eau déionisée. La 

même procédure est utilisée pour le 2AA. Le MNNG, très 

hydrosoluble, est introduit directement dans 3 L d'eau 

déionisée. 

Ces trois solutions servent de contrOle positif pour 

la caractérisation génotoxique initiale des effluents et 

pour mettre en évidence les interactions possibles du 

phytoplancton face à une agression génotoxique. Suit 

ensuite le témoin, composé uniquement d'eau déionisée, dont 

l'analyse vise, entre autres, à vérifier l'absence de 

contamination par des agents génotoxiques lors des 

différentes étapes du protocole. L'emploi d'eau déionisée 

permet également de vérifier s'il y a formation de 

génotoxines à la suite des différentes techniques de 

laboratoire (figure 1 et 2). 

2.2- Echantillonnage 

Les échantillons d'effluents sont prélevés dans des 

contenants de verre ambré de 1 L, à raison de 7 L par 

effluent. Chaque échantillon est réfrigéré «4°C), gardé à 

l'obscurité durant le transport et acheminé au laboratoire 

à l'intérieur d'une période de 24 h. 
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2 .3 -  T ra i t emen t  des éehant i  1  lons

Dès  son  a r r i vée  au  l abo ra to i re  l ' éehan t i l r on  es t

reeomposé de façon homogène dans un contenant de verre.

Les t ra i tements subséquents des sous-échant i ] lons sonr

présentés à la  f igure 3.  on pré lève tout  d 'abord 5oo mL

pour  l ' ana l yse  du  pH e t  1a  dé te rm ina t i on  des  so l i des  en

suspension.  s l  des va leurs ext rêmes de pH éta ient

en reg i s t rées  pou r  ce r ta ins  éehan t i l r ons ,  i 1  f aud ra i . t  a lo rs

teni r  compte de 1 'e f fe t  de ee facteur  sur  res b io-

ind icateurs des tests  subséquents.  D,autre par t ,  1a

détermination des solides en suspension nous sert de

ré fé rence  pou r  1 'ana lyse  de  l a  phase  so l i de .  pa r  ra  su i te ,

deux volumes de 3 L et un de o, b L sont respectivement

f i l t rés à t ravers une membrane de polycarbonate de o,zz um.

Les trois f i l trats sont versés dans des contenants en verre

et  eonservés à 4"c.  Les deux sér ies de membranes ayant

serv i  à  recuei . l ] i r  la  phase so l ide provenant  de 3 L

d 'éehanù i l l on  à  l a  f o i s  son t  p laeées  dans  des  bo t tes  de

P é t r i ,  s e e 1 l é e s  e t  c o n g e l é e s  à  - 2 O " C .  L , u t i l i s a t i o n

u l té r i eu re  des  f i l t r a t s  e t  des  f i l t r es  es t  déc r i t e  à  Ia

f i g u r e  3 .
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2 . 4 -  T e s t s  d e tox ie i t é

Dans le  eadre de eet te  étude,  la  tox ie i té  de chaeun

des  e f f ruen ts  i ndus t r i e l s  es t  éva luée  à  l ' a i de  de  deux

bioessais ,  un premier  avee bactér ies et  un second ut i l isant

des  a lgues .

2 .4 .1 -  Tes t  de  tox i c i t é  avec  bac té r i es

on ut i l ise le  svstème de déteet ion de tox ic i té  basé

su r  l " i . nh ib i t i on  de  1 'ae t i v i t é  b io lum inescen te  d 'un  réae t i f

bioloélique, 1a bactérie marine Photobacterium phosphoreum

(Beeknan Instruments I n e .  ,  1 9 8 2 ) .  L ' i n s t r u m e n t

photométr ique est  1 'appare i l  Microtox (Modèle 205b,

Tclx ie i ty  Analyzer  System, Microbics Corporat ion) .  Ce

dern ier  est  eonçu spéci f iquement  pour  déterminer  la  réponse

bio luminescente du réact i f  bactér ien.  on étabt i t  une eourbe

dose-réponse,  à par t i r  de laqueI  le  on d.étern ine Ia

concentrat ion (% v/v)  de 1 'éehant i l lon produisant  une

réduet ion de 5O% de f  in tens i té  lumineuse (CI5O) après une

exposi t ion de 5 minutes à 15"c.  Le test  b io log ique est

réal isé en dupl ieata à d i f férentes eoncentrat ions.  La

toxicité pour chaeun des éehanti l lons est exprimée en

un i tés  tox iques  (UT1  dé f i n ies  de  Ia  façon  su i van te :

UT = 1OO%

c r50
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2 . 4 . 2 -  T e s t  d e  t o x i c i t é  a v e c  a l g u e s

La tox ie i té  des ef f luents v is-à-v is  des a l€ues est

d é t e r m i n é e  à  1 ' a i d e du microtest algal avec Ê,

e a p r i c o r n u t u m  ( B l a i s e  e t  â 1 . ,  1 9 S 6 ) .  L ' i n h i b i t i o n  d e  l a

croissanee algale est estimée en comparant le dénombrement

cel lu la i re  des concentrat ions testées avec eel les des

contrôles après 4 jours d'exposit ion. Le dénombrement

ee l l u la i re  s ' e f fec tue  à  I ' a i de  d 'un  eompteu r  é rec t ron ique

de par t ieu les (Coul ter  Counter ,  Modèle TA-I I ) .  Le test  est

réal isé en t , r ip l icaÈa avec hui t  concenbrat ions d,ef f luent .

IJne eourbe dose-réponse est étabrie et la eoncentration

d 'échant i l lon responsabre de f  inh ib i t , ion de boË de la

cro issance ce l lura i re  (cr5o)  est  ca lcu lée.  cet te

concentrat ion est  expr inée auss i  en uni tés tox iques (ur) .

2 .5-  Test  de dépis ta€e génotox ique

L'out i l  u t i l isé dans le  eadre de cet te  étude est  1e

SOS Chromotest, lequel est considéré comme un test

colorimétrique de dépista€e rapide du potentiel É!énotoxique

de substanees pures et d'échanti l lons eomplexes (orgenics

L ù d ,  1 9 8 6 ) .
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2 . 5 . b  P r i n c i p e  d u  t e s t

Le b io- ind icateur  pour  ce test  est  ra  baetér ie

Escher i ch ia  co l i  ( souche  Pe37) ,  don t  1e  génome a  é té

modi f ié  par  manipurat ion génét ique.  c ]nez E.  co l i ,  cer ta ines

réponses induit,es par des aÊfenÈs génotoxiques peuvent être

expr imées par  une sér ie  de fonct ions appelées " réponse

SOS". Le seul système de réparation de 1,ADN fonctj_onnel d.e

la  baetér ie  ut i l isée dans le  ehromotest  est  la  réponse sos.

cette réponse est contrôIée par un certain nombre de gènes

appelés s f iA.  A ce système de gènes est  fus ionné le  gène

structure l  ( lacZ) ,  responsable de 1a synthèse de l ,enzyme

p-Éalactos idase.  La souehe baetér ienne ut i l isée est  done

const iùuée d 'une fus ion des gènes sf iA:  :  Iacz.  E l le  est

également caraetérisée par une suppression de la région

lacz normal, ce qui a pour conséquenee que l 'activité d.e la

p-galact 'os idase est  s t r ic tement  dépendante d.e l ,express ion

des gènes sf iA (Qui l lardet  e t  HofnunÉt ,  lggb) .

L 'essai  eonsis te à incuber  la  souehe baetér ienne avee

des eoneentratlons eroissantes du eomposé à tester.

Lorsqu'un agent ÊrénoÈoxique cause une lésion à I 'ADN un

promoteur sos (protéine ReeA) induit la transcript ion des

elènes SOS, ains i  que Ia produetion de I, enzyme

F-galaetosidase. Après une période de temps permettant la

svnthèse proté in ique,  1a quant i t ,é  de p-Éalactos idase
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produi te  est  déterminée.  La concentrat ion de 1 'enzyme est

dé te rm inée  à  l ' a i de  d 'une  réac t i on  co lo r imé t r i que  qu i  se

développe après 1 'a jout  c i 'un réaet i f  ehromogénique.  La

quant i té  de P-galaetos idase,  e ,est -à-d i re  le  degré de

eouleur  produi t  lors  du test ,  est  une mesure d i recte des

dommages gu 'a subi  I 'ADN des baetér ies lors  du test .  cet te

réponse est obtenue en quelques heures. par contre,

certains produits toxiques testés à de trop fortes

eoneentrations peuvent inhiber 1a synthèse protéinique et

oceasionner  une sous-est imat ion de f  induct ion de la

p-Éalaetos idase.  Af in  de eontourner  ce problène,  la

v iab i l i té  des bactér ies est  est imée à par t i r  d 'une mesure

de la  quant i té  d 'a lea l ine phosphatase synthét isée.

Les résultats du test quantitat i f  de génotoxicité se

présentent sous la forme d'une eourbe dose-réponse. une

eourbe bypique est  présentée à la  f igure 4.  La penbe de }a

région 1 inéai re de la  courbe représente la  va leur  de

f  ind ice du potent ie l  d ' induet ion génotox ique de

1 'éehan t i11on ,  so i t  1e  sos rP  ( " sos  rnduc t i on  Po ten t i a r " :

Orgen ics  L td ,  1986) .  11  es t  admis  que  p lus  une  va leu r  de

SOSIP est élevée, plus le potentiel É!énotoxique, ou eneore

1 'ac t i v i t é  géno tox ique  de  1 'éehan t i l l on  es t  i n tense .
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Doots

F i g u r e  4 . Courbe dose-réponse typique d,un
testé avee le SOS Chromotest.

Coneentration

Portion

1 inéaire

conposé génotoxique
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2 .5 .2 -  P répa ra t i on  des  échan t i l l ons  e t  des  m ie rop laques

La première étape de ce test  consis te à réhydrater  Ies

eul tures baetér iennes lyophi  1 isées .  cer  les-c i  sont  ensui . te

incubées à 37"c dans un bain-mar ie  pendant  une pér iode

d e  4  h .

Le sos chromotest s'effeetue avee deux microplaques.

La première permet de déteeter: sâlts activation

métaboligue, les g!énotoxines aetives. La deuxième permet

d ' ident i f ier  la  présenee de pro-mutagènes et /ou de pro_

cancérigènes en simula-nt 1e proeessus d, activation

nétabol ique que l 'on ret rouve ehez les mnmni fères.  ceei  est

réa1isé par  l 'a jout  ,  aux baetér ies du test ,  d ,un ext ra i t

de  fo ie  de  ra t  t ra i t é  avec  l ,A roc lo r  t 254  (Sg  m ix ) .

Afin d'assurer le bon fonctionnement d.u test, de_ux

eontrô les posi t , i fs  sont  ineorporés à Ia  proeédure.  pour  ra

par t ie  du tesÈ sans acÈivat ion nétabol ique,  on ut i l ise le

mutagène 4-Nitro Qui.noline N-oxide (4Neo), tandis que re

Z-Amino Anthraeène (ZAA), pro-muta€lène, est testé d.ans les

expérienees pour démontrer 1'activation nétaborique. sept

eoneentrations sont préparées pour chacun des contrô1es

pos i t i f s  à  pa r t i r  de  so ru t i ons  no rma l i sées  don t  l es

concentrations respeetives sont de tA yg/mt pour 1e 4NeO,

et  de 1OO pg,zml  pour  le  ZAA.  Le so lvant  u t i l isé pour  1a
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préparat ion des d i lu t ions est  le  d iméthy le su l fox ide (DMSO)

10%%%%%Ë (v / v )  dans  une  so lu t i on  sa l i ne  (0 .85%,  v / v )  s té r i l e .

La préparat ion des mieroplaques,  sehémat isée à la

f i gu re  5 ,  s ' e f f ec tue  de  Ia  façon  su i van te :  1a  co lonne  1  des

deux  m ic roF laques  es t  u t i l i sée  pou r  ca l i b re r  1 'appare i l

photométrique. Dans ehacun des puits de cette colonne, on

int rodui t  1o r :L  de DMSO ains i  que 100 .uL de mi l ieu de

cu l tu re .  La  co lonne  2  se r t  pou r  1es  eon t rô les  pos i t i f s  du

tes t .  Dans  l a  p remiè re  m ic rop laque  (eo lonne  Z )  on

introduit 10 pL des sept coneentrations de 4Neo alors que

dans la  deuxième microplaque,  on d ispense 10 pL des sept

concentrations de 2AA. Les derniers puits de chacune des

eolonnes sont réservés aux témoins et ne reçoivent que

1O f;L de solvant. Ces puits sont uti l isés pour quantif ier

le  bru i t  de fond du test  e t  pour  déterminer  la  v iab i l i té

des baetér ies.  Les autres eolonnes (3 à LZ)  servent  à

tester  les d i f férent ,s  échant i l lons avec et  sans aet ivat ion

nétabolique. Pour chaeun d'eux, on teste un minimum de sept

concentrat ions à ra ison de 1O pL par  pu i ts .

2 .5 .3 -  M ise  en  év idence  de  1 'ac t i v i t é  €éno tox ique

Lorsque 1a  pé r iode

bactér ien est  terminée

solut i .on bactér ienne dans

de pré- incubat ion du réact i f

( 4  h ) ,  on  i nocu le  1OO r i l ,  de  l a

ehaque pui ts  des co lonnes 2 à L2
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Figure 5.  sehénat isat ion de la  préparat ion des micropraques
A) Le symboLe "8" correspond au blane servant à
1a calibration du spectropkrotonnètre. Le ..C..
représente les contrô1es posi t i fs .  La dern ière
rangée ( ténoins)  serÈ à détern iner  le  bru i t ,  de
fond  a ins i  que  l a  v iab i l i t é  des  bac té r i es .
B)  Disposi t ion du eontenu de la  n icropraque sans
aetivation métabol ique.
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pour  la  microplaque où sont  réa1isées les expér ienees sa l rs

act ivaùion métabol ique.  Aux baetér ies servant  d ,  inoeulum

dans 1 'aut re mieroplague,  où sont  réa l isées 1es expér ienees

d'act ivat ion métabol i .que,  on a joute le  Sg n ix .  On in t rodui t

ensui te  1OO UL du mélange dans ehacun des pui ts  des

colonnes 2 à L2.  on ineube les deux micropraques à 3?"c

durant une période de 2 h.

Durant f incubation, les eontrôles génotoxiques

interagissent  âvee l 'ADN des bactér ies et  induisent  Ia

synthèse de F-galactosidase. rI en de même pour les

éehant i l lons qui  s 'avèrent  génotox iques.  La dern ière par t ie

du t,est consiste à mesurer l ,aetivité enzymatique résultant

de ces interaetions. ceÈte détermination se faiÈ en d.osant

sinurtanément la quant, i té de B-garactosidase et d'alealine

phosphatase à 1 'a ide de deux ehronogènes:  le  oNpG (o-

nitrophényle-B-D-gialactopyranoside), substrat bleu pour ra

F-galactosidase et 1e pNpp (p-nitrophényle phosphate

disodium),  subst rat  jaune pour  i larca l ine phosphatase.

Après 1 'ex5ros i t ion,  lOO pL de Ia  so lut ion de chromodènes

eombinés sont ajoutés à tous 1es puits des deux

mieroplaques.  on ineube de nouveau à gz"c,  pour  une pér iode

de 6O à 9O min. Lorsqu,un gradient de eouleur apparalt,  on

mesure  1a  dens i t , é  op t i que  à  615  nm (Do615  ) ,  a f i n  de  mesure r

1 'ae t i v i t é  Ééno tox ique ,  e t  à  40b  nm (DOqOS ) ,  pou r

dé te rm ine r  l a  v iab i r i t é  des  bac té r i es .  L ,  appare i l



photométrique (Mult iskan M C)

première eolonne de ehaeune des
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e s t  e a l i b r é  à  I ' a i d e  d e  1 a

microplaques.

2.5.  4-  Détern inat ion de 1 'aet iv i t ,é  génotox ique

Pour chacun des échanti l lons, orr prépare un Élraphique

des Doats en fonction des eoneenùrations testées. on

ident i f ie  la  por t ion l inéai re de 1 'ensemble des points .  En

établ issant  1 'équat ion de la  dro i te  de régress ion

(y  =  a  +  bx ) ,  oo  ob t i en t  a lo rs  l a  va leu r  du  SOSIP .  Ce lu i -e i

comespond au coeff ieient de régression de Ia droite,

e 'est*à-d i re  }e terme b ou pente de la  dro i te .  La pente

correspond au rapport des différences de Doat5 et de

eoncentrations de produits testés. Lorsqu'on e:<périmente

sur des produits purs, 1es poids moléculaires sont connus

et les eoncentrations peuvent être e:qrrimées en nM par

exemple. Cette pratique ne peut s'appliquer aux eff luents

qui contiennent un nombre inconnu de substances ehirniques.

Les coneentrations de 1'eff luent s'e:<priment en nL

d'eff luent exposé aux baetéries. Le SOSIP est alors

rapporté par unité de nL pour les eff luents Lestés avant et

après b ioaeeumulat ion et  en uni t ,és de ng lorsqu ' i l  s 'ag i t

d 'ext ra i ts  eoneentrés.

La toxieité de certains échanti l lons peut interférer

avee la réponse SOS, et perturber la 1inéarité des
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résultat,s. Les leetures de DOATS sont corriÉlées pour la

tox ie i té .  Le faeteur  de correet ion,  pour  une coneentrat ion

donnée du matér ie l  testé,  est  ea lcu lé à par t i r  des va leurs

de  Do465 .  ce l l es -c i  son t  rep résen ta t i ves  d .e  l , ae t i v i t é  de

1 'a lea l ine phosphatase.  Le faeteur  de correct ion ( fC)  est

déf in i  de 1a façon su ivante:

F C = D O _  / D O *

où

DG = DO4O5 moyenne associée à la réaction de

1 'a lca1ine phosphatase en absence de ma-

tér ie l  testé.

DO- = DOIOI assoeiée à la  réaet ion de 1 'a lca l ine

phosphatase en présence d,une coneentration

donnée de natériel testé.

Af in  d 'obùeni r  la  va leur  de D0ats corr igée pour  la

p-€alactos idase,  on nul t ip l ie  ra  va leur  observée par  re  FC.

Par la suite, oh prépare un nouveau €lraphique avee les

valeurs de Dot ts  corr igées et  on ealeule le  sosrp,  eomme

déer i t  p réeédemnenÈ.  Pa r  a i I l eu rs ,  I e  f i l t r e  uÈ i l i sé  es t

constitué de fagon à séleetionner autour de 4ob nn les

bandes de fréquenee de la lumière. Malheureusement, son

pouvoi r  de résolut ion est  fa ib le  et  1a bande séreet ionnée

est  large de sor te que le  b leu de la  réact ion avec 1a

F-galactos idase in ter fère sur  1a co lorat ion de la  réact ion
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à  1 'a l ca l i ne  phospha tase .  I 1  s ' en  su i t  une  su res t ima t ion

des Dotos qu ' i l  faut  corr iger .  r r  est  d .onc nécessai re de

caleuler  un faeteur  de correct ion af in  d 'é tabl i r  une va leur

préeise de Do4qg .  ce faeteur  de correct ion a été r ; t i l isé

dans notre analyse des résul ta ts .  La procédure ut i l isée est

dée r i t e  à  l ' annexe  I .

Enf in ,  i1  ex is te un facteur  de normal isat ion des

valeurs de SOSIP.  En ef fe t ,  le  SOSIP caleulé pour  un

échant i l lon donné var ie  d 'un test  à  1 'aut re à cause des

changemenùs dans les eondi t ions d ' incubat ion,  de 1,âge des

bae té r i es ,  e t c . . .  La  no rma l i sa t i on  des  va leu rs  SOSIP

obtenues est effeetuée à 1'aide du eontrôle posit i f  4Neo.

Pour  établ i r  le  facteur  de s tandard isat ion,  on ca lcu le ]e

SOSIP du 4NQO avee les valeurs expérimentales et on divise

celu i -c i  par  71 qui  est  la  va leur  de SOSIP du 4NQO publ iée

par  Qu i l l a rde t  e t  a1 .  (  1982) .  A f i n  de  no rma l i se r  l es

valeurs SOSIP pour  un test  donné,  on d iv ise eel les-e i  par

1e facteur de standardisation obtenu.

Pour chacun des éehanti l lons démontranb un potentiel

€lénotoxique on établ i t  également le seui 1 minimum

€lénotox ique (SMG).  Le SMG correspond,  d,un poinÈ de vue

stat is t ique,  à  la  p lus fa ib le  concentrat ion d,échant i . l lon

ind iquant  une aet iv i té  g!énotox ique.  On ealcu le d,abord la

movenne des Dûats des t .émoins.  on établ i t  er rsu i te  1 'écar t
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type  assoc ié  à  ce t te  moyenne .  Pu is ,  à  I ' a i de  de  l a  d ro i t e

de  rég ress ion ,  on  i n te rpo le  su r  1e  g raph ique  1a

coneentrat ion d 'éehant i l lon correspondant  à la  DO-r=

moyenne des témoins p lus deux fo is  son écar t  type.  Cet te

coneentrat ion représente le  SMG de 1 'échant i l lon.

2 .6 -  Ex t rac t i on  e t  eoneen t ra t i on

Cette étape permet d'e>cfraire et de coneentrer les

substances organiques des éehant i l lons en vue des tests  de

dépis tage Éénotox ique u l t ,ér ieurs.  E l le  s 'appl ique à 1a fo is

aux phases l iqu ide et  so l ide des ef f luents a ins i  qu 'à La

biomasse a lga le récupérée après 1a b ioaecumulat ion.

La proeédure ut i l isée est  1 'ext ract ion ac ide-base,

l iquide-l iquide. Cette néthode est la technique recommandée

par U. S. EPA pour le fractionnement chimique des composés

organiques (U.  S.  EPA, 1982,  1985) .  Le f raet ionnement  ac ide-

base des composés organiques est fonetion de leur constante

d 'ac id i té  (pKA).  Les eomposés présentant  un pKA fa ib le  sont

acid"es tandis que ceux dont la une valeur est élevée sont

basiques.  S i  un mélange complexe est  équi l ibré avec un

acide j .norg lan ique à un pH bas (<2) ,  1es bases orÉlaniques

seront  a lors  protonnées devenant  a ins i  so lub les dans 1 'eau.

Les composés organiques ac ides insolubles seront  a lors

ex t rae t i b les  à  1 'a ide  d 'un  so l van t .  Rée ip roquemen t ,  s i  on
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u t i l i se  une  base  i no rgan i -que  à  pH é levé  (>11 ) ,  l es  ac ides

organiques seront  déprotonnés devenant  des anions so lubles

dans  1 'eau .  Les  eomposés  o rgan iques  bas iques  i nso lub les

son t  a lo rs  ex t rac t i b les  pa r  I ,  i n te rméd ia i re  d 'un  so l van t .

un échant i l lon peut  a ins i  ê t re séparé en composés ac ides,

basiques et  neutres par  a justement  du pH.  Le so lvant

ut i . ] isé pour  1 'ext ract ion est  1e ch lorure de méthy lène

( U . S .  E P A ,  1 9 8 2 ) .  E t a n t  p l u s  d e n s e  q u e  I , e a u ,  c e  s o l v a n t

est  fac i lement  récupéré.

l , a  p rocédure  d 'ex t rae t i on  u t i l i sée  es t  ce l1e  de  l ,U .  S .

EPA (1985) .  La  phase  aqueuse  homogène  de  l - ' échan t i r ron

(3 L) est versée en deux volumes égaux dans deux ampoures

de décantati .on de 2 L. Le pH de chaque sous-échanti l lon est

a justé à 2,  avee une so lut ion d,ac ide su l fur ique 1 N.  On

extra i t  ensui te  les composés organiques ac ides insolubles

avee du ch lorure de méthy lène de qual i té  pest ic ide.

on réajusùe ensui te  le  pH des phases aqueuses à 11 à

1 'a id .e d 'hydro>qrde de sodium 10 N,  et  on récupère les

eomposés organiques neutres et  bas iques insolubles eomme

précédemment .  Le so lvant  (1  4OO mL) de la  phase organique

es t  ensu i te  évaporé  (6O"C)  à  l , a ide  d ,un  évapora teu r

rotat i f .  L 'ext ra i t  organique concentré a ins i  obtenu est ,  en

dern ie r  l i eu ,  séehé  à  sec  sous  j e t  d ' azo i ,e  e t  resuspendu

dans 1e DMSO en préparation du test de Éénotoxicité à



ven i r .  Le  dé ta i1  des

expér imenta le a ins i

1 ' a n n e x e  I I .

J d

di f férentes étapes de }a procédure

que Ie cheminement sont présentés à

2 .7 -  Tes t  de  b ioaecumu la t i on

Ce test  eonsis te à exposer  une populat ion d 'a lgues en

phase  de  e ro i ssance  exponen t ie l l e ,  pé r iode  de  p r i se  en

charge maximale te l  le  que suetg lérée par  B1aise et  a l  .

( 1 9 8 1 ) ,  à  I a  p h a s e  l i q u i d e  d ' u n  é c h a n t i l l o n  d u r a n t  u n e

cour te pér iode.  Pour  des ra isons d 'ordre prat ique,  le  temps

d'exposi t ion des a lÉlues a été f ixé à 4 h.  De p1us,  eet te

cou r te  pé r iode  d 'expos i t i on  s ' avè re  réa l i s te  pu i squ ,e l l e

reflète le bref contaet entre 1es algues et des

concentrat ions é levées de 1 'e f f luent  su i te  au re je t  dans le

m i l i eu  récep teu r .  Les  a lgues  son t  pa r  l a  su i te  recue i l l i es

par centri fugation. Le eulot et le surnaEfeant sont ensuite

évalués pour leur €!énotoxieité

2 . 7 . 1 -  C u l t u r e  d e s  a l g u e s

Les algues (S* capricornutum) sont eult ivées dans des

er lenmeyers de 4 L eontenant  1 L de so luÈion 2 X AAP ( les

concentrat ions en nutr iments sont  a justées à 2 fo is  la

eoncentrat ion dans le  mi l ieu de cu l ture "A1gal  Assay

P r o c e d u r e " :  U . S .  E P A  1 g 7 B ) ,  m a i s  m o d i f i é e s  p a r  l , a b s e n c e  d e
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1'EDTA (Ethy lènediamine t �é i ' raaeétate) .  Ce mi l ieu de cu l ture

est  obtenu en d i luant  dans 9CI0 mL d 'eau déionisée un a jout

de 2 mL de chacune des s ix  so lut ions su ivantes:

1-  Ni t ra te de Sodium, NaNOs Zb.5O g/L
2 -  Ch lo ru re  de  Magnés ium,  HgCLz-éH=O L2 . lO  g /L
3 -  Ch lo ru re  de  Ca lc iumr  CaC1u .2H=0  4 .4L  g /L
4-  Sul fa te de Magnésium, HgSO+.7HzE t4.7O g, /L
5- Phosphate de Potassiumr l{zHPn.+ L.O4 g,/L
6-  Solut ion d 'o1 igoéléments vo i r  e i -dessous

La solut ion d 'o1 igoé1éments cont ient  1es produi ts

su i van ts :

1- H:sBBs
2-  HnËl= .4H: rO
3-  FeCls .êH=B
4-  CaClz .âH20
5-  CuËl=-ZH=B
6- Naat lotr+.ZH=B
7 -  Z n C l =

185. 520 r.s,lL
415. 6 tA ne/t
160. OOO w/L

1 . 4 2 8  w / L
o.  012 w/L
7.260 ûg /L
A. 327 ne/L

Dans chaque erlenmeyerr on ajoute 1OO mL d'une culture

de S. caprieornutum aÉée de une à deux semaines de façon à

obteni r  un inoeulum de 20,O0O cel lu les, /mI , .  Le vo lume de

solut ion est  a ins i  complété à 1 L.  Les cu l tures sont  par  }a

suite placées dans une enceinte à température et luminosité

contrô}ées;  1 'éc la i rement ,  en cont inu,  est  de gbpE/rF /s

(  lampe f luorescente "eool  whi te"  ) ,  tandis  que la

température est maintenue à 24 + 2"C. Les erlenmeyers sont

a€li tés manuellement deux fois par jour pendant 5 jours. Ces

cul tures en phase ex l ronent ie l le  servent  d ' inoculum pour  les

tests  de b ioaceumulat ion subséquents.
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2 . 7 . 2 -  P r é p a r a t i o n  d e  l , i n o e u l u m  a l g a l

on  es t i ne  d 'abo rd  l a  b iomasse  d .es  eu l tu res  d ,en t re t i en

de  5  j ou rs  pa r  dénombremen t  ce l l u la i re  à  1 ,  a ide  d ,un

compteur  é lect ronique de par t ieu les (coul ter  counter ,

Modè1e TA-I I ) .  Ayant  établ i  le  vo lume de cu l ture requis

pour f inoculum, on centri fuge alr:rs à 3OOO RpM pendant 10

minutes.  Par  la  su i te ,  or r  ér imine le  surnageant  et  1 ,on

resuspend chaque culot  de cu l ture dans 1 mL d,eau déionisée

tamponnée avec 15 mg/L de NaHCO.r. Les suspensions sont

ensuite regroupées dans un tube conique d.e b0 mL. Le volume

de suspension a1gale requis  pour  l , inoeulum du test  d .e

bioaccumulat ion est  é tab1i  en tenant  compte de la  densi té

cel lu la i re  du concentré argal  e t  du vo lume d,ef f luent  à

t e s t e r  ( v o i r  s e e t i o n  2 . 7 . 4 ) .

2 .7 .  3 -  Tes t  de  p ré -b ioaecumu la t i on

Le test  de pré-b ioaceumulat ion a pour  but  de d.éf in i r

Ia  concentrat ion maximale d 'e f f luent  qu i  n 'oceasionne

aucune inh ib i t ion de 1a ero issance a lga le après 4 h

d 'exposi t ion.  cet te  étape nous assure gue re test  d .e

bioaeeumulat ion subséquent  sera réa1isé à une eoneentrat ion

d 'ef f luent  non nocive pour  $-  eapr ieornutum. Les cond. i t ions

expér imenta les pour  ee test  sont  les su ivantes:
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Mi l i eu  de  cu l tu re

D i l u t i on  de  1 'e f f l uen t

A f l n  de  eho is i r

t esL  de  b ioaeeumu la t i on ,

d 'a lgues au temps O et  4

Les d i f férentes concentrat ipns d,  e f f luent  sont

préparées à par t i r  de 70 mL d 'e f f luent  auqueL on a joute

1 mL de mi l ieu AAP concentré 70 fo is .  Le tab leau 3 résume

1e mode de préparation des di lut ions en fonction des

résu l ta t s  de  l a  C ISO-96  h .

Condi t ions d '  ineubat ion :

.  du rée  d 'expos i t i on  :  4  h  *  4b  m in .

.  t empéra tu re  :  24 "C  +  Z "C

.  ag i ta t ion :  11O RPM

. éelairement : 95ltt  /rF /s

Contenants

Volume t,otal

Quan t i t é  d 'a lgues

er lenmeyers de 125 mL

2 0 , 5  m L

1 X 1O' '  ee l lu les, /L ,  ee qui

eorrespond à une biomasse

de tO rt.g,/t  pour S. eapricor-

nutum

l X A A P

3 d i lu t ions déero issantes

sélectionnées en tenant compùe

de la  CISO-96 h avec le  test  de

tox ie i té  sur  mieroplaque (vo i r

s e c t i o n  2 . 4 . 2 )

eoncentrat ion d 'e f f luent  pour  le

dénombrement de la population

est estimé. En comparant avee la

1 a

1 e

h
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TABLEAU 3. Mode de préparat ion des éehant i l lons pour  le
test  de pré-b iaeeumulat ion en fonct ion des
résu l ta t s  de  1a  C I50 -96  h .

CISO Coneentrat ion
%(v /v j  e f  f  l uen t

Vofume
d ' e f f l u e n t

Volume du Volumea
mi I  ieu de cu l ture d '  a lg :ues

l X A A P

> 1 0

< 1 0

100 %
5 A %
2 0 %

eontrô 1e

5 0 7 -
25 ?6
L O t r �

eontrô1e

2 0
1 0

4

mL
nL
mL
mL

rnl.
mL
mL
mL

10 mL
16 mL
20 nL

mL
mL
nL
nL

mL
nL
mL

1O mL
5 n L
2 m L

0 , 5
0 , 5
0 , 5
o r 5

o r 5
o r 5
o r 5
0 , 5

1 0
1 5
1 8
2 0

Le  vo lume de  0 ,5  mT.
20  X  10é '  ce l l u les ,
a lga le de tA ne/ t
é q u i v a l e n t à 1 m g d e

d'a lgues eont ient  un inoculum de
so i t  1 ' équ iva len t  d ' r l ne  b iomasse

pour  ce test ,  pu isque 106 eel lu les
p o i d s  s e e .
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populat ion témoin,  on détermi-ne Ia  concentrat ion d 'e f f luent

qu i  n ' a  causé  aueur re  d im i .nu t i on  ee l l u la i re .

2 . 7 . 4 -  T e s t  d e  b i o a c e u m u l a t i o n

Le  tes t  de  b ioaecumu la t i on  s 'e f fec tue  dans  des

er lenmeyers de 6 L contenant  3 L d 'éehant i l ron,  dont  Ia

eoneentrat ion (% v/v)  est  préalablement  détern inée par  le

test  de pré-b ioaceumurat ion.  A 1 'échant i l lon on a joute B mL

des  s i x  so lu t i ons  du  m i l i eu  de  cu l tu re  AAp  dé ja  déc r i t es  à

1a  sec t i on  2 .7 .  L ,  a ins i  qu ,un  eoneen t ré  a lga l  d .e  3  X  lF

cel lu les (b iomasse de 30 ng)  resuspendu dans BO mL d.e

NaHCo=. on procède de façon identique pour }e témoin,

l equer  reço i t  3  L  d 'eau  dé ion i sée  à  1a  p laee  d .e  l , e f f l uen t .

Les condi t ions d ' incubat ion sont  res mêmes que ce l1es

précédemment  déer i tes à 1 'é tape de pré-b ioaeeumurat , ion.

A Ia  f i .n  de Ia  pér iode d ' ineubat ion,  les a lgues sont

recuei l l ies et  lavées ( tbr r€ �7y.  de NaHCO.s)  en ef fectuant

t ro i s  cen t r i f uga t i ons  success i ves  (3000  RpM,  10  m in .  ) .  En

dern ier  l ieu,  les eel lu les sont  eoncentrées dans un vo lume

de 3o mL d 'eau déionisée tamponnée avee la  sorut ion de

NaHCG*.  Le eoncentré est  ent reposé â -zo"c.  Lors de ees

opéra t i ons ,  o l r  recue i I1e  auss i  1e  su rnagean t  dans  un

contenant  de verre d 'une eapaci té  de 4 L.  ce lu i -c i  est

ré f r i gé ré  à  une  tempéra tu re  de  4 "C .
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2 .8 -  Ana lyse  s ta t i s t i que  des  résu l ta t s

L 'analyse s tat is t ique des résul ta ts  a t ra i t  aux

résultats obtenus avec le sos chromotest. El le porte sur

les  po in t s  fo rman t  l a  po r t i on  l i néa i re  de  l a  cou rbe  dose -

réponse,  à par t i r  desquels  on établ i t ,  ]a  dro i te  de

r é € r e s s i o n  ( s e e t i o n  2 . 5 . 4 ) .  L e  e o e f f i e i e n t  d e  r é g r e s s i o n  b

de I 'échant i l lon représentant  le  SOSIP,  est  un est imateur

ponc tue r  de  F  (eoe f f i e ien t  de  rég ress ion  de  Ia  popu la t i on ) .

Sur  chacun des coef f ic ients  de régress ion,  on ealcu le

l 'éear t  t f rpe Sb

sont effeetuées

du

en

coef f ie ient  e t  les analyses s tat is t iques

eonsidérant  que:

( b  -  F ) / s b suit une distr ibution t de Student avec

(n-2)  degl rés de L iber té (d l )  (Snedecor

e t  Coehran ,  1984) .

2 . 8 . 1 -  T e s t  d e  l ' h y p o t h è s e  n u l l e

ce teet  est  u t i t isé pour  déterminer  s i  un échant i l lon

est  s ign i f icat ivement  €!énotox ique.  r l  permet  de vér i f ier  s i

}a  pente ca lcu lée est  s ign i f icat ivement  d i f férente de zéro.

o . 0

o . o

H o : p =

H r : P l

Les hypothèses testées sont :
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O U : t  =  b  -  0 . 0

sb

Si  }e t  obtenu est  in fér ieur  au tc , -c ,= de la  tab le de t

de s tudent ,  1 'hypothèse Ho est  acceptée.  cet te  s i tuat ion

s ign i f i e  que  1e  eoe f f i e ien t  de  rég ress ion  n ,  es t  pas

s igni f icat ivement  d i f férent  de zéro.  Le SoSIp établ i  est

done nul ,  ind iquant  a ins i  une réponse négat ive faee à

I '  activité elénotoxique.

2 . 8 . 2 -  I n t e r v a l l e  d ' e s t i m a t i o n  d e s  S O S I P

Pour ehacun des coef f ie ients  de régress ion (b) ,  on

établ i t  les in terva l les de eonf ianee à gb?6 de la  fagon

suivante:

b -  to -o= Sb <  F  (  b  +  to .os  Sb

2 . 8 . 3 -  T e s t  d ' é g a 1 i t é  d e s  c o e f f i c i e n t s  d e  r é g r e s s i o n

Afin de démontrer que deux SOSIP sont

s ign i f icat ivement  d i f férents ,  on ef fectue un test  de

comparaison des pentes.  Le test  vér i f ie  les hypothèses;

Ho  :  b '  =  ba  i  H r  :  b r  *  b= ,  se lo r r  un  tes t  t  de  S tuden t

err  posant :

t  =  b t . -  b : e

Sb



. lo

o u :

br et h= sont les pentes respectives d,es deux

éehanti 1 lons ;

sb est  la  somme des écar ts  type des deux eoef f ie ients

de  rég ress ion .

s i  1e t  ea lcu lé est  in fér ieur  au to-  or :  de la  tab le de

t  de s tudent ,  1 'hypoùhèse Ho esù aceeptée,  ee qui  s ign i f ie

que 1es pentes, mais égarenent que les sosrp, d.es d.eux

échant i l lons ne sont  pas s ign i f ivat ivement  d i f férents  l ,un

d e  1 ' a u t r e .



CHAPITRE I I I

RESULTATS ET DISCUSSION

Dans ce chapitre, nous présentons et discutons d.es

résultat,s expérimentaux obtenus avec les différents ttrrres

d 'éehant i l lons,  à  savoi r  des produi ts  purs et  d .es ef f luents

industr ie ls .  La première sect ion est  eonsacrée à la

caractér isat ion Éénotox ique in i t ia le  des éehant i l1ons.  Dans

la deuxième seet, ion, nous abord.ons 1, analyse d.es

intéraetions phfrboplanctoniques face à

elénotoxique.

I  '  agress ion
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3 .1 -  Eva lua t i on  du  po ten t i e l  géno tox ique  i n i t i a l  des

éehanti 1 lons

3 . 1 . 1 -  P h a s e  l i q u i d e

On t rouve au tab leau 4,  les résul t ,a ts  de l ,act iv i té

€éno tox ique  i n i t i a l e  de  l a  phase  l i qu ide  des  éehan t i11ons .

Les eontrô les posi t i fs  (4NQO, 2AA et  MNNG),  te l  que prévu,

sont  génotox iques et  les va leurs de SOSIP ref lè tent ,  leur

degré d 'aet iv i té .  En c lassant  par  ordre décro issant  ees

subtances se lon leurs potent ie ls  génotox iques,  1e SOSIP du

4NQO s 'avé re  l e  p lus  é1evé ;  se lon  Do l l e ry  e t  a l . ,  l gBA e t

Z immermann et  Taylor-Mayer ,  1985,  le  4NQO sera i t  I 'un des

muta€ènes les plus puissants. Le 2AA et f inalement le MNNG

sont des muta€!ènes moins puissants. A noter que le ZAA

néeessite une aetivation métabolique avant de mettre en

évidenee un potent ie l  Eénotox ique.

En ce qui  concerne les échant i l lons d 'or ig ine

indust , r ie l le ,  on note,  d 'abord,  une réponse posi t ive l>our

1 'e f f l uen t  de  pâ tes  e t  pap ie rs  (échan t i l l on  1 ) ,  don t

1 'ac t i v i t é  Ê !éno tox ique  es t  i l l us t rée  à  Ia  f  iÉ lu re  6 .  La

valeur  du SOSIP caleulée,  êr r  absence d 'act ivat ion

métabo l i que ,  es t  de  32 ,3 .  L ' ac t i v i t é  géno tox ique  de

cer ta ins ef f luents de pâtes et  papiers a déjà été

rappor tée avee d 'aut res tests  par  p lus ieurs auteurs



TABLEAU 4.

A AL+V

Eva lua t i on  de  1 'ae t i v i t é  géno tox ique  i n iù ia1e  de
Ia  phase  l i qu ide  des  éehan t i l l ons  à  I , a ide  de
tests  d i reets  avee le  SOS Chromotest  e t  détermi-
na t i on  des  seu i l s  m in imums de  géno tox i c i t é  (SMG) .

Echant  i  I  lon S O S I P A
( -  S g )  ( +  3 9 )

TESTr:
H-:p-O

SMG*
(,uL)

4NQO

2AA

MNNG

1

2

3

4

Ê.

6

"7

4 7 , 6  +

ng

7 , 9  +

3 2 , 3  +

2 5 , O  +

1 8 , 0  +

5 , 5  +

ng

2 0 , 6  +

7 2 , 2  +

1 , 9

4 r  I

2 , 5

6 , 7

6 , 5

3 r  3

6 , 1

4 , 2

8 , 9

t 4 , I

6 , 3

2 2 , 8

3 ,  g

1 , 8

6 ?

7 , â

5 , 0 4 , 3

6 , 7  +  3 , 2

? , 6  ( -  s g )

9 , 7  1 +  5 9  )

3 , 5  ( -  s B )

2 , 8  ( +  5 9 )

g , o  ( -  s g )

L 4 , 2  ( -  5 9 )

< 0 , 6  ( -  s g )

2 2 , 9  ( -  5 9 )

3 , 1  ( -  5 9 )

+

+

+

+

ng

ng

+

ng

R

R

R

R

R

R

R

R

R

Le SOSIP
Symboles

est  déterminé par  mL d 'échant i l lon testé

Symboles

-  59,  sans acùivat ion métabol ique;  + Sg avee
aetivation métabol ique.
! ,  in terva l le  de eonf iance à gb % du SOSIP.
- r  résu I t , a t  non  d i spon ib le .
â€,  non € iénotox ique.

B,  Hypothèse Ho re je tée,  done 1 'act iv i . té
géno tox ique  de  1 'échan t i l l on  es t  s ign i f i -
c a t i v e  ( o  =  O , O 5 ) .

Seu i l  m in imum Ê léno tox ique  (pL )  ca leu lé  à  1 ,a ide  des
résu l ta t s  du  tes t  sans  ae t i va t i on  mé tabo l i gue  ( -  Sg ) ,
ou  avee  ae t i va t i on  mé tabo l i que  1+  Sg) .
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( D o u € l l a s  e t  â 1 . ,  1 9 8 0 ,  1 9 8 3 t  K a m r a  e t  â 1 . ,  1 9 8 3 ,  ê t

Nes tmann  e t  â1 . ,  1979 ,  1985) .  No t re  é tude  v ien t  con f i rmer

cet te  aet iv i té  génotox i .que,  mais  eet te  fo is-c i  avee un test

de dépis ta€le beaucoup p lus rapide,  à  savoi r  1e SOS

Chromotest .

On eonstate,  à  1a f igure 6,  une baisse de la  réponse

génotox ique pour  les deux dern ières coneentrat j .ons testées.

cette diminution est due à la toxicité importante de

l ' échan t i l l on  où  Ie  fae teu r  de  co r rec t i on  pou r  ra  tox i c i t é

(see t i on  2 .5 .4 )  ne  peu t  eompenser  su f f i samment .

D'aut re parÈ,  t ro is  des quatre ef f luents de

f  industr ie  pét rochimique orÊlanique (échant i } lons Z,  3  et

4 )  se  son t  révé lés  géno t ,ox iques .  L 'échan t i l l on  b  s ,es t

révélé sans act iv i té  ( tab leau 4) .  Pour  ce lu i -c i - ,  1a f i€ lure

7  con f i rme  I ' absence  d 'une  re la t i on  1 inéa i re .  Aucune  des

valeurs de DO51g n 'est  supér ieure à la  moyenne des témoins

plus deux écar ts  type,  conf i rmant  a ins i .  l ,absenee

d'  act iv i té  €énotox ique.

Enf in ,  le  tab leau 4 présente les

quant i ta t i fs  de 1 'aet iv i té  génotox ique pour

éehan t i l l ons  d 'eaux  d 'en t rée  (échan t i l l ons  6

p r io r i  su rp renan ts ,  ces  résu l ta t s  pos i t i f s  1e

lo rsque  1 'on  cons idè re  que  ees  échan t i l l ons

résu1ùats

les deux

e t  7 ) .  A

sont  moins

proviennent
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d 'une  zone  qu i  reço i t  de  nombreux  re je t s  i ndus t r i e l s .

D 'a i l l eu rs ,  1 ' ae t i v i t é  géno tox ique  de  ce r ta ines  eaux  de

sur face en régions industr ie l les a déjà été eonstatée

( M c G e o r g e  e t  a l . ,  1 9 8 5 ) .

A par t i r  des résul ta ts  du tab leau 4,  or r  constate

également gue seul Ie 2AA, un pro*mutagène reconnu, a

nécessi té  une aet ivat ion métabol ique pour  met t re en

évidence son potent ie l  génotox ique.  Pour  1es autres

éehan t i11ons ,  1 'ae t i v i t é  Ê léno tox j -que  déc ro t t  l o r squ '  i 1  y  a

a jou t  du  Sg  m ix .

La baisse d 'aet iv i té  Éténotox ique en présenee de 59 mix

peut ëtre attr ibuée à certaines réacti"ons catalysées par

d i f férentes enzynes présentes dans 1e mé}ange.  Ces réac-

t ions peuvent favorj-ser une désaetivation des génotoxines.

Entre aut res,  deux des pr ine ipaux systèmes enzymat iques

impl iqués dans 1es processus de désact ivat ion so i t ,  ce lu i

de 1 'époxide hydratase et  de }a S-g lutath j .one t ransférase,

sont présents d.ans les Sg mix dérj.vés de foie de mammifères

(Wr igh t ,  1980) .  Pa r  con t re ,  dans  l e  cad re  d 'une  é tude  su r

1 'act iv i té  ÉJénotox igue des ef f luents de pâtes et  papiers,

Kamra  e t  a l .  ( 1983)  a t t r i buen t  I a  ba i sse  d 'ac t i v i t é  en

présence de Sg mix,  r ron pas à une in téraet ion de nature

enzymat ique,  mais  p lu tôt  à  d.es l ia isons a léato i . res ent re

des  espèces  mo lécu la i res  ae t i ves  de  1 'échan t i l l on  e t  des
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proté ines présentes dans le  mé1ange.  cependant ,  comme 1e

préc i se  wr igh t ,  (  1980) ,  1es  phénomènes  de  désae t i va t i on  de

substances €!énotoxigues sont très peu connus et peuvent, en

fonct ion de 1a nature ch imique des composés,  ê t re

at t r ibuables à d i f férents  méeanismes.

En raison des phénomènes de désaetivation que peuvent

subi r  les substanees génotox iques en présence de sg mix,

les résul ta ts  ut i l isés dans eet te  étude prov iennent  des

tests  sans act ivat ion métabol ique sauf  lorsqu,  i1  est

quest ion de

d i s p o n i b l e s .

pro-mutagène ou eneore de données non

En concrusion eette étape de caraetérisation init iale

a permis de eonf i rmer la  génotox ic i té  de tous les

éehan t i l l ons ,  à  1 'excep t i on  de  1 ,éehan t i l l on  b .

Selon 1 'approche expér imenta le décr i te  au chapi t re  Z,

1a prochaine étape de caraetérisation Élénotoxique ne

devra i t  s 'appl iquer  qu 'aux éehant i l lons qui  n 'ont  démontré

aucune aetivité génotoxique lors du test direct. Nous avons

cependant procédé à 1'extraetion et à la eoneentration de

tous 1es échant i l lons af in  d 'examiner  les d i f férentes

réponses génotox iques poss ib les.
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Les données quant i ta t ives de 1 'aet iv i té  gfénotox ique

des éehant i l lons après ext raet ion eÈ concentrat ion

( tab leau  5 )  révè len t :  (1 )  qu 'en  généra I  l es  eoncen t rés  des

contrô les posi t i fs  e t  des ef f luents ont  une act iv i té

géno tox ique  p lus  é Ievée  gue  l eu r  f o rme  d i l uée ,  (Z t  que

certains des échanti l lons ont une activité génotoxique

d i m i n u é e  ( é c h a n t i l l o n  1 ) , et même inexistante

(éehan t i l l ons  4  e t  7 )  su i t e  à  l , exb rae t i on  e t  l a

concentrat ion,  (3)  que 1 'échant i l lon b,  même eoncentré ne

démonùre aucune aetivité E!énotoxique.

L'augmentation de 1'activité génotoxique après

eoneentration t,raduit normalement la réponse attendue. En

ef fet ,  ce t ra i tement  des échant i l lons doi t  fac i l i ter  1a

mise en év idenee de g!énotox ines.  Les va leurs é1evées de

sosïP reflètent un fa.eteur de eoncentration des composés

orgiani-ques, qui est théoriquement de 3 ooo fois pour les

solut ions pures et  de 1 5oo fo is  pour  les échant i l lons

indus t r i e l s .

Les nodi f icat ions de 1 'act iv i té  €énotox ique su i te  à

1'extraetion peuvent être attr ibuées au protoeole

expér imenta l  u t i l isé pour  la  préparat ion des échant i l lons.

Tout  d 'abord,  on sa i t  que seules 1es substances organiques

non vorat i res et  ext ract ib les au sorvant  peuvent  êt re

ext ra i tes.  Done 1 'aet iv i té  génotox ique notée dans les tests



TABLEAU 5.

5 6

Résu l ta t s  de  1 'ae t i v i t é  géno tox ique  de  l a  phase
l iqu ide des échant i l lons après ext ract ion et  eon-
cenÈra t i on ,  e t  dé te rm ina t i on  des  seu i l s  m in imums
de  géno tox i c i t é  (SMG) .

Eehant i  I  1on SÛSIP .
( -  s 9 )  ( +  s g i

TEST=
H o : p = ç

SMç'5
\ l,rË /

4NQO

2AA

MNNG

I

,

4

6

6

n

témoins

2 0 4 9 9 , 9

ng

L z t ,  t

1 8 , 2

5 0 ' 7

5 3 6 ,  O

ng

ng

4 7 4 , O

ng

( + )

( + )

1 - \

( + )

( + )

( - )

( + )

( - )

t 7 8 4 , 6  (  + )

4 2 4 L , 8  ( + )

5 4 , 6  ( + )

ng

ng

n g  ( - )

ng

ng

n g  ( - )

ng

R

R

R

< 0 , 0 4  1 +  5 9 )

O , O Z  1 +  3 9 )

0 , 0 6  ( -  s 9 )

7 , 6 2  ( -  5 9 )

8 , 5 8  ( -  S 9 )

1 , 0 9  ( -  S g )

R

R

R

A

ng

Le SOSIP
Symboles

Symboles

Seu i  I
tats
avec

est déterminé par m€ de résidu see extrait.
59,  sans act ivat ion métabol ique;  + Sg,  avec

activation métabol ique.
,  résu l ta t  non  d i spon ib le .

h€, non €ténotoxique.
(+ ) ,  i den t i f i e  une  ac t i v i t é  p lus  é levée  que  ce1 le
déterminée dans les échant i l lons avant  1e proees-
sus d 'ext ract ion et  de eoncentrat ion ( tab leau 4) ;
( - ) ,  i den t i f i e  u r re  ae t i v i t é  mo i .ns  é levée .

A, Hypothèse Ho acceptée; R,
(  o  =  0 , 0 5 ) .

mum génotoxique (, l . rg) déterminé

Hypothèse Ho rejetée

1 ' a i d e  d e s  r é s u 1 -
( -  S g ) ,  o u  c e l u i

m 1 n 1
du test  sans act ivat ion métabol ique
ac t i va t i on  mé tabo l i que  (+  Sg ) .



5 7

di rects  Feut  êt re imputée à la  présence de substanees

organiques vo lat i les ou eneore non ext raet ib les qui  ne

peuvent  êt re ent ra inées par  1e so lvant  dans le  processus

d 'ex t rac t i on  e t  de  coneen t ra t i on .  Pa r  a i r reu rs ,  comme le

p rée i se  U .S .  EPA (1985) ,  l a  s t ruc tu re  de  ee r ta ins  eomposés

est  a f fectée lors  de la  f raet ionnat ion ac ide-base en ra ison

des réact ions d 'hydro lyse ou d,autres réact ions qui

eonduisent  à  1 'a l térat ion des eomposés.  on t rouve parmi  ees

eomposés sensib les les esters,  1es hydroearbures halogénés,

Les  ph tha la tes ,  I es  n i t r i l es  e t  l es  am ides .  A  l a  l um iè re  de

ces informations, orl constate que les eomposés responsables

de 1 'act iv i té  génotox ique des échant i l lons 4 et  7 ,  sera ient

des substanees volati les et/ou non extraetibres. En effet,

pour  ces deux échant i l lons,  on note une d ispar i t ion des

propriétés Êlénotoxigues suite à

eoncentrat ion.

1 'exbraet ion et  1a

ces résul ta ts  établ issent  la  va l id i té  du processus

déc i s ionne l  de  l a  démarehe  expér imen ta le .  ce l l e -e i  l im i te

1 'emplo i  de Ia  procédure d 'ext ract ion et  de eoncentrat ion

aux éehant i l lons exempts d 'act iv i té  génotox ique lors  des

tests  d i reets .  En ef fe t ,  les éehant i l lons peuvent  subi r  des

t ransformat ions lors  de la  préparat ion.  Les résul ta ts  de

ces tests  ont ,  à  not re av is ,  ur r  caractère t rès qual i ta t i f

qu i  convient  b ien à un exerc ice de dépis tage.
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3 . L . 2 -  P h a s e  s o l i d e

L 'évaluat ion du potent ie l  génotox ique in i t ia l

e f f l uen ts  po r te ,  en  deux ième 1 ieu ,  su r  ra  phase  so l i de

échant i  1  1ons.

Malheureusement ,  aueun résul ta t  n 'est  explo i tab le.

Nous avons sous-est imé 1a propr ié tê d 'ext raet ib i I i té  d,es

membranes de polycarbonate par la méthode d'extraction

I i qu ide - l i qu ide ,  ac ide -base .  En  conséquenee ,  l es  rés idus

provenant de I 'extraction et de la eoncentration des

f i  l t ,res, étaient contaminés par les eomposantes d.es

f i l t res,  rendant  a ins i  1 'évaluat ion É!énotox ique impossib le .

Pour  des analyses fu tures,  i1  faudra i t  u t i l iser  des f i l t res

de verre, ou de polyester. ceux-ci ne sont pas exbraetibles

avec 1a proeédure enployée (McGeorge et  a l . ,  lgSb) .

3.2- capacité du phytoplancton à intera€lir sur les carac-

tér is t iques Élénotox iques d,un échant i1 lon.

Après 1 'évaluat ion de la  génotox ic i té  des produi ts

chimiques et  des ef f luents,  nous testons dans cet te  sect ion

I 'hypothèse que le  phyùoplancton est  en mesure d ' in teragi r

sur  ces earactér is t iques.  Dans un premier  temps,  nous

présentons les résultats pour 1es surnageants (phase

l iqu ide des éehant i l lons mis en contaet  avee les a lÉ:ues)  eù

d e s

d e s



pour  les cu lots  a lÉ laux.  En second l ieu,  nous comparons les

earaetér is t iques Élénotox iques des éehant i l lons avant  et

ap rès  1 'é tape  de  b ioaceumu la t i on .

Le  tab leau  6  rassemb le  l es  résu l ta t s  de  1 'ac t i v i t é

génotox ique des surnageants.  On constate tout  d 'abord 9uÊ,

comme lo rs  de  Ia  ca rac té r i sa t i on  i n i t i a l e ,  t ous  1es

échan t l l l ons ,  à  I ' exeep t i on  de  1 'e f f l uen t  5  e t  des  témo ins ,

démontrent  une act iv i té  génotox ique.  En second 1 ieu,  seul

1e 2AA a nécessi té  une aet ivat ion métabol ique.  En É!énéra1,

1es autres échant i l lons démontrent ,  eomparat ivement  aux

ef f  luents or iE inaux,  une d iminut ion de 1 'act j .v i té  dans

eet te par t ie  du test .

Les résul ta ts  de 1 'aet iv i té  Éténotox ique des

surnaeleants et des eulots algaux après extraction et

eoncentration sont présentés au tableau 7. On constate gue

pour  cer ta ins surnageants so i t ,  Ie  4NQO, le  2AA et  les

échant i l lons 4,  6  et  7 ,  les SOSIP sont  p lus é levés que lors

des tests  d i rects .  Pour  les aut res éehant i l lons,  oo note

une baisse ou encore une absence d 'aet iv i té  génotox ique.

Les tests  sur  les ext ra i ts  eoncentrés de la  b iomasse

a lga le  se  son t  révé Iés  pos i t i f s  pou r  deux  échan t i l l ons .

Tou t  d 'abo rd ,  l e  cu lo t  a lga l  exposé  à  Ia  so lu t i on  de  2AA se

dis t ine lue avec un SOSIP de 133,7 pour  le  test  avec



TABLEAU 6. Evaluat ion de
à  l ' a i d e  d e
déterminat ion
( SMG) .

6 0

1 '  act iv i té  € iénotox ique des surnagieants
tests  d i rects  avec le  SOS Chromotest  e t

des  seu i l s  m in imums de  géno tox i c i t é

Eehant i  1  lon S O S I P l
( -  S s )  ( +  S g )

TE,5r=
H o : p = g

,5Mç-
(lrl,,t

4NQO

2AA

MNNG

I

2

?

<T

5

6

.1

t émo ins

2 L ,  g

9 , 6 ? 9

1 0 ,  4

2 5 , 8

5 , 8

l v  , 7

7 , 8

1 ,  g

3 , 6

3 , 7

5 , 6

4 , 9

+

ng

+

+

+

1

ng

+

+

ng

6 , 7

U '  1

7 , 8

L 5 , 7

+

+

+

L

ng

ng

+

ng

ng

+

ng

2 , 4

3 , 0

1 ' 7

5 , 4

5 , 6 2 ,  0 3

5 , 4 1 ,  g

T?

R

R

R

R

R

R

R

P

4 , o  ( -  s g )

1 9 , 5  ( +  S g )

6 , 1  { -  s g }

4 , !  ( +  S g )

1 8 , 7  ( -  5 9 )

4 ,  o  ( -  s 9 )

< o , 6  ( -  s g )

1 0 , 9  ( -  S g )

4 , 4  ( -  s 9 )

Le SOSIP
Symboles

est  déterminé par  mL d 'éehant i l lon t ,esté

Symboles

- 59, salrs aetivation métabolique; + Sg avee
act ivat ion métabo1 ique.
+, irrtervalle de crorrf ianËe â. 85 tr du SOSIF.
- t  r é s u l t a t  n o n  d i s p o n i b l e .
û8,  non génotox ique.

R,  Hypothèse Ho re jetée,  dorre 1 'aet iv i té
Ééno tox ique  de  1 'éehan t i l l on  es t  s ign i f i -
eat ive (  cr  = O,  05 )  .

Seu i l  m in imum géno tox ique  (uL )  ca l cu lé  à  I ' a i de  des
résul ta ts  du test  sans act ivat ion métabol ique ( -  Sg) ,
( )u  avec  ac t i va t i on  mé tabo l i que  (+  59 ) .



TABLEAU 7.
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Résul ta ts  de I 'act iv i té  génotox ique des surnaÉteants
et  des cu lofs  a lgaux après ext ract ion et  eoncentra-
t ion,  e t  déterminat ion des seui ls  min imums de géno-
t o x i e i t é  ( S M c ) .

E c h a n t i  1  l o n l SOSIP=
( -  S s )  ( +  s s )

TESl*
Ho:p=f l

SMG*
(Fs )

4NQO

2AA

MNNG

I

P

R

1)

s
(\

f

R
P

ng
ng

q

c

S
c

S

S
C

ng
ng

ng
ng

Y\ Éf

ng

ng
ng

L 2 1 2 6 , 9  ( + )
ng

ng
ng

ng

1 3 ,  3
ng

5 O 1 , 6  ( + )
ng

7 5 3 ,  O  ( + )
1 3 3 , 7

ng

1 3 , 1  ( - )
ng

( - )

ng
ng

O , 0 2 _ ( +  S g )

O , 1 7  ( +  S 9 i
O , 2 3  ( +  S g )

! Q , 5 2  ( -  5 9 )

o , 7 4  ( -  S g )
ô  , 2 ,  t -  c . o \
v t  u v  \  v v  /

q.

c

A

ng
ngC

{1

( - )

n g  ( * )
ng

1 O 8 , 5  ( + )
425,  4

1 6 6 , 4  ( + )
ng

Sui fe  du tab leau à Ia  page suivante.



6 2

TABLEAU 7. (  Sui te  )

Echant i  I  lona SOSIP= TESl*
H o : p = Q

SMG*
(pe )( -  s e ) ( +  s 9 )

An g  ( - )
ng

ng
ng

ng
ng

S

s
c

L 4 2 , 5  ( + )
ng

témoins

Symboles

Le SOSIP
Synboles

:  S,  Surnageant ;  C,  Culot  a lga l .

t  déterniné par m€ de résidu sec extrait.
- S9, sa;rs aetivation métabolique; + Sg, avee
aetivation métabol ique.
- t  r ésu l ta t  non  d i spon ib le .

Symboles

n€, non génotoxique.
(+) ,  ident i f ie  une act iv i té  p lus é levée que ce l le
déterminée dans }es échant i l lons avant  le  proces-
sus d 'ext ract ion et  de coneentrat ion ( tab leau 4) ;
( - ) ,  i den t , i f i e  une  ac t i v i t é  mo ins  é1evée .

A, Hypothèse Ho aeeeptée; R, Hypothèse Ho rejetée
( o  =  O , 0 5 ) .

seui l  min imum €rénotox ique (pg)  détern iné à 1 'a ide des résul -
ta ts  du test  sans aet ivat ion métabol ique ( -  Sg) ,  ou ce lu i
avec act ivat ion métabol ique (+ Sg) .



A ?

ae t i va t i on  mé tabo l i que .  Ensu i te ,  I e  eu lo t  a lga l  soumis  à

I ' e f f l uen t  4  exh ibe  une  ac t i v i t é  géno tox ique  (SOSIP  d ,une

va leu r  de  425 ,4 )  pou r  l e  t es t  sans  acb i va t i on  mé tabo l i que .

I1  est  inrpor tant  de s ignaler  qu 'aucune aet iv i té

€ lénotox ique n 'a  éLé observée pour  les d i f férents  sous-

composés des éehant i l lons témoins.  Etant  donné le  nombre

d 'échan t i l l ons  témo ins  tes tés  {N=9) ,  i 1  es t  ra i sonnab le  de

perrser  que Ia  proeédure ut i l isée n 'ent ra ine aueune

fo rma t ion  a r t i f i c i e l l e  de  géno tox ines ,  que  ce  so i t  au

niveau de ra préparation des éehanti l lons ou encore durant

la  pér iode de b ioaeeumulat ion.

La comparaison des résultats de 1'activité €énotoxique

des éehant i l lons avant  et  après 1 'é tape de b ioaccumulat ion

permet de mettre en évidence les différentes interactions

du phytoplancton face à ee type d 'agress ion.  On peut  s ,en

rendre compte en anarysant le rapport des sosrP avant et

après 1 'é tape de b ioaccumulaÈion.  Ce rappor t  (écbant i l lon

init ialrr surnaÉîeant) indique 1a baisse ou I,augmentation de

1 'act iv i té  É!énotox ique après contaet  avec les a lgues.

Ains i ,  un rappor t  supér ieur  à 1 s ign i f ie  une d iminut ion de

1 'act iv i té  e lénotox ique:  p lus ce rappor t  est  é Ievé,  p lus la

diminut, ion est importante. Au contraire, un rapport

i n fé r i eu r  à  1  re f l è te  une  augmen ta t i on  de  I ' ae t i v i t é .

signalons que 1e rapport en lui-même est interprété eomme
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un ind ice de la  tendance.  En ef fe t ,  pour  s 'assurer  que la

d i f férence entre deux va leurs de sosrp est  s ign i f icat ive,

un  tes t  d ' éga r i t é  des  va leu rs  do i t  é t re  e f fec tué  ( see t i on

2 . 8 . 3 ) .  L e s  r é s u l t a t s  d e  c e  t e s t  p o u r  c h a q u e  é e h a n t i l l o n

ains i  que 1e rappor t  des sosrP sont  présentés au tab leau g.

3 .2 .1 -  Ana lyse  des  résu l ta t s  pou r  l es  subs tanees  pu res

A part ir des résultats du tableau 8, on constate tout

d 'abo rd ,  une  ba i sse  s ign i f  i ea t i . ve  de  I , ac t i v i t é  géno tox ique

du surnageant pour la solution de 4Neo. cel le-ci eorrespond

à une d in inut ion de 64r �  de l ,act iv i té .  La f igure g,

i l lustre la différence importante de f intensité

É!énotoxique de 1a solution init iale et du surnageant.

Vis ib lement ,  Les pentes (SOSIP) sont  d i f férentes pour  ces

deux dro i tes.  En fa i t ,  1a va leur  de sosrp ealeurée lors  de

1a earactér isat ion in i t ia le  de 1 'échant i l lon est  d .e

47,6 + 1,9 ( tab leau 4)  tandis  que eel le  du surnageant  est

de  2 t ,8  +  1 ,5  ( t ab leau  6 ) .  On  obse rve  éga lemen t  que  l e

rapport des sosrP des tests de E!énotoxicité sur 1es

extra i ts  coneentrés de la  so lut ion in i t ia le  et  du

surnageant ont ra même tendance. En effet, ce rapport de

t ,7  ind ique auss i  une baisse de l ,act iv i té  Éiénotox ique

su i te  à  1 'é tape  de  b ioaeeumu la t i on .  La  ba i sse  de  1 'ae t i v i t é

Élénotoxique se manifeste éÉlalement au niveau des sMG

( f  i gu re  8 ) .  Le  sMG in i t i . a l  de  l a  so lu t i on  es t  de  2 ,6  1 tL



TABLEAU 8. Evaluat ion comparat ive de
in i t i a l e  des  échan t i l l ons

b D

1 '  ae t i v i t é  géno tox ique
et des surnagfearrts.

Echant i  1  lonr RaPport SOSIP:e Test
Ho

SOSIP.  = SOSIP=

des
È ' , / q

4NQO

2AA

MNNG

I
I

2

3

4

5

6

'7

u

e

d
e

d
p

d

d
ê

d
â

d
ê

d
F

d
e

d
e

2 , t B  ( -
1 , 6 9  ( -

1 ,  8 5  ( +
5 , 6 3  ( +

o ,  8 1  ( -

o , 6 g

o , 9 4

( +  s 9
( -  s 9

( -  s 9

( -  ss

( -  s e )

ng
ng

1 , 1 6  ( -  5 9 )

1 , 5 6  ( -  S g )

Rejetée
Re jet,ée

Rejetée
Rejetée

Aeceptée

Bejetée
Rejetée

Rejetée

Re jet,ée

Acceptée

Aceeptée

Rejetée

q.o

s9

S9
Sg

S9

1

L ,

2 ,

46
3 6

4 0

Symboles ;  d ,  test  É!énotox ique d i rect ;  e ,  test  sur  l ,ext ra i t
eoncentré.

Symboles :  E/5,  rappor t  des SOSIP échant i l lon
surnageant.

: - 59, rapport des SOSIP déterniné
test  sans act ivat ion métabol ique;
por t  é tabl i  à  par t i r  du test  avee

i n i t i a l  /

à  I ' a i d e  d u
+ S9,  rap-
act ivat ion.
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8 , 4

Figure 8. Aetivité génotoxique de ra solution init iare (*)
et du surnagcant (o) pour l 'dctranti l lon de 4Neo
dans Ie test direot sans activation métaborique
(SOS Chronotest). Synboles: droite de réEression
( - ) , moyenne des DOt t: corri.gées pour les
ténoins (---), moyenne des ténoins plus âeux fois
son écart  type ( .  .  .  ) .
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( tableau 4r ,  tandis  qu 'après la  b ioaecumulat ion,  le  SMG du

surnageant  est  4 ,O 1tL ( tab leau 6) .  Dans ce cas,  la

d iuruni t ion d 'act iv i té  génotox ique se t radui t  par  une

augmentation du SMG pour Ie surnageant.

Cet te baisse d 'aet iv i té  génotox ique peut  êt re

at t r ibuée à quatre proeessus d i f férents .  Prenièrement ,  les

alguesr pâr bioeoncentration, contribueraient à provoquer

une réduetion de Ia coneentration du 4NQo dans Ia solution

init iale. cette hrrpothèse. est rejetée étant donné gu'aucune

traee d 'act iv i té  génotox ique n 'a  été mise en év idenee lors

du test  sur  } 'ext ra i t  eoncentré du cu lot  a lga l  ( tab leau ?) .

Deuxièmement, Ies algues peuvent biotransformer des Élroupes

fonetionnels du 4NQo de façon à en réduire le potentiel

génotoxique. La photodégradation peut églalement être

envisa€lée eomme t ro is ième processus.  En ef fe t ,  durant  }es

quatres heures d 'exposi t ion du test  de b ioaccumurat ion,

une dégradat ion du 4NQo par  Ia  lumière est  poss ib le .  Enf in ,

1a bai.sse d'activité génotoxique après bioaeeumulation peut

être attr ibuée à une perte du eomposé. 11 est possible que

eeru i -c i  s 'adsorbe aux paro is  des contenants employés lors

des t ro is  centr i fu€ lat ions successives entrepr ises pour  la

récupération du culot algal et du surnageant.

11 nous est apparu important de préciser 1es effets de

la lumière et  de la  eentr i fugat ion sur  1 'aet iv i té  e lénotox ique
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de la  sorut ion de 4N8o.  cet te  invest igat ion fu t  in i t iée en

préparant  une so lut ion de 3 L de 4NQO (  1 W/L)  à par t i r  de

laquel1e or ' )  pré1èva 2 mL pour  caraetér iser  le  potent ie l

É léno tox ique  i n i t i a l .  Pa r  l a  su i te ,  l a  so lu t i on  fu t  i ncubée

durant  4  h dans 1es mêmes condi t ions expér imenta les

qu'auparavant. On préIèva de nouveau Z nL afin de

déterminer  1 'aet iv i té  génotox ique après exposi t ion à 1a

lumière.  F ina lement ,  Ia  so lut ion fu t  soumise à l ,é tape de

la centri fu€ation pour y déterminer I,aetivité elénotoxique

résul tante.

Les trois courbes dose-réponse issues de cette

expériences sont présenbées à la f igure g. Aueune baisse

s ignif ieative de 1 '  aetivité elénotoxique du 4NeO n, est

attr ibuable à des effets de lumière ou de centri fugation.

En ef fe t ,  }e  SOSIP de 1a so lut ion in i t ia le  est  de

4O,O !  6 ,0 ,  t and is  que  ceux  ap rès  l , expos i t i on  à  Ia

lumière et, à la eentri fuelation sont respeetivement de

46,  I  +  8,  g  et  de 45,  b  + 6,  O.  Ces résul ta ts  eonf i rment  que

I ,act iv i té  génotox ique a1térée de 1a so lut ion de 4Neo après

bioaccumurat ion est  1 iée à des in teract ions du

phrrboplancton sur ce composé et que eelles-ci sont

responsables d 'une détox i f ieat ion de ce composé.

Dans le cas du 2AA les valeurs de sosrP caraetérisant

son aetivité génotoxique dans 1es tests directs avee
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Figlure 9. Effet de ra lunière et de la oentrifugation sur
L'activité génotoxique de ra solutiàn de 4Neo
dans le test direet sans aotivation métabolique.
symboles:  solut ion in i t ia la (*) ,  sorut ion après
extlosit ion à la lumière ( o), eolution après
exposition à la lumière et centrifugation (' '),
moyenne des Doats corrigées pour les ténoins
(---), Eoyenne des témoins plus dcux fois aon
é c a r t  t y p e  ( . . .  )

nL
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act ivat ion nétabol ique sont  respect ivement  de L4,g + 1,  g

pour  Ia  so lu t i on  i n i t i a l e  ( t ab leau  4 )  eù  de  8 ,  1  +  A ,  O  pou r

Ie surnageant  ( tab leau 6) .  Le rappor t  E,zS établ i  à  par t i r

de  ces  va leu rs  es t  de  1 ,9  ( t ab leau  B ) ,  i nd i . quan t  une  ba i sse

s ign i f i ca t i ve  de  1 'ac t i v i t é  géno tox ique  de  1 'o rd re  de  4s ,g%

sui te  à la  b ioaccumulat ion.  La f igure loa présente 1es

courbes expérimentaLes pour 1e test de caractérisation

init iale et le test sur 1e surnageant. Le sMG du surnAgeant

( tab leau  6 :  19 ,5  pL )  es t  beaueoup  p rus  é levé  que  ce lu i  de

la  so lu t i on  i n i t i a l e  ( t ab leau  4 :  9 ,7  } : L ) .  Ces  résu l ta t s

traduisent urre baisse d, aetivité Éténotoxique du ZAA

potentiel lement inputable aux algues.

cet te  baisse pourra i t  s 'expl iquer  par  une pr ise en

charge du 2AA par  les a lgues.  D 'a i l leurs,  la  courbe dose-

réponse de 1 'exbra i t  coneentré du cu lot  a lga l  ( f igure 1ob) ,

témoigne d 'un SOSIP de 1gB,  ? et  d ,un SMG de O,  23 yg

( tableau 7 ) . Cependant, 1 '  éventual  i té d ' u n e

biotransformation, d'une photodégradation et/ou d,une perte

par adsorbtion lors de la centri fuglation ne peut être

exc lue .  D 'a i11eurs ,  eomrqe  1e  p rée i se  Schoeny  e t  a l .  ( l ggb ) ,

les hydroearbures poly-aromatiques (HpA), dont le 2AA, sont

su jets  à 1a photooxidat ion dans les mi l ieux aqueux.

Nous avons donc effectué une expérienee pour isoler

res ef fe ts  de 1a lun ière et  de 1a eentr i fugat ion sur
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En eonséquenee,  on note que le  2AA n 'a subi  aucune

act ivat ion métabol ique par  les a lgues.  En ef fe t ,  la  mise en

év idence  de  1 'ae t i v i t é  géno tox ique  de  tous  res  sous*

eomposés de cet te  so lut ion a nécessi té  la  présenee d.e sg

nnix .

En considérant maintenant 1e MMNG on constate

qu '  aueune nodi f icat ion de ses earaetér is t iques génotox iques

n 'est  survenue après b ioaccumulat ion.  B ien que 1e rappor t

E, /S des SOSIP (O,81)  semble ref lé ter  une augmentat ion d.e

1 'aet iv i té  g:énotox ique,  ee l le-c i  n ,  est  pas s ign i f  ieat ive

( S O S I P :  7 , 8  +  2 , 7  v s  9 , 6  +  3 , 2 | .  L e  c h e v a u c h e m e n t  d e s

valeurs de sosrP est  un premier  ind iee de l 'égal . i té  des

SOSIP .  D 'a i l l eu rs ,  t e l  gu ' i l l us t ré  à  l a  f i gu re  LZ ,  on  peu t

eonstater  v isuel lement  que les dro i tes de ré€l ress ion

obtenues pour la solution init iare et pour le surnageant

dans le  test  sans act ivat ion métabol ique sont  vo is ines.

Cependant bien que ces SOSIP ne soient pas

s igni f ieat ivement  d i f férents ,  on constate une var ia t ion

importante des sMG. Alors gue I 'on obt ient  un sMG de 8,5, :L

pour  la  so lut ion in i t ia le  de MNNG ( tab leau 4)  on obt ient

une concentrat ion de 6,1 pL pour  le  surnageant  ( tab leau 6) .

on constate que 1e sMG du surnagleant est presque deux fois

p lus  é levé  que  ee lu i  de  ra  so lu t i on  i n i t i a l e .  on  peu t

compendre gue les sMG peuvent varier, bien que les valeurs
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1'act iv i té  g!énotox ique.  Les courbes dose-réponse sont

présentées à la  f iÉfure 11 et  conf i rment  une baisse de

1 'aet iv i té  génotox ique de la  so lut ion non seulement  par

photodégradation mais également par perte lors des

centr i fugat ions.  Les SOSIP sont  de 13,2 + O,Z pour  la

s o l u t i o n  i n i t i a l e ,  d e  1 0 , 3  +  1 , 0  s u i t e  à  1 ' e x p o s i t i o n  à  l a

lumière et  de 7,6 + O,9 après exposi t ion à la  lumière et

centri fu€lation. Les effets combinés de la lunière et de la

eentri fu€ation se traduisent par une baisse signif icative

de 1 'ordre de 4296 de l 'act iv i té  génotox ique du 2AA.

Ainsi, bien que les alÉlues aient concentré une part ie

du 2AA,  la  ba isse de 1 'act iv i té  génotox ique est

principalement assoeiée à une photodégradation et une perte

par adsorption lors des centri fuGfations suceessives.

Mentionnons qu' i1 est possible de l initer la photooxidation

des HPA, a ins i  que I 'on dénontré Schoeny et  a l .  (1985) ,  en

ut i l isant  une souree lumineuse de type "Éold l ight" .  Cet te

souree de lumière permet d'éviter la photooxidation des HPA

étant donné sa faible émission de lonÉlueurs d'ondes

inf  ér ieures à 410 r r ro ,  so i t  la  l  in i te  supér ieure

occasionnant 1a photooxidation des HPA. Cette souree assure

également  une cro issance normale des a lgues car  eI le  est

earaetérisée par 1a présence importante de lumière à une

longueur  d 'onde de 670 r l rn ,  qu i  const i tue 1e p ie

d 'absorbance pr imai re pour  la  eh lorophyl le  a.
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de sosIP demeurent  équiva lentes pour  la  so lut ion in i t ia le

et  le  surnageant ,  en se référant  à  la  f igure LZ.  On

remarque  a lo rs  que  l a  Fo r t i on  1 inéa i re  de  1 'ensemb le  de

po in ts  pou r  1e  su rnagean t  s ' es t  dép racée  ve rs  1a  d ro i t e

(vers des eoncentrat ions p lus é1evées) ,  sans pour  autant

que la  pente en so i t  modi f iée.  ceei  t radui t  un facteur

d ' induet ion génotox ique prus fa ib le  pour  le  surnageant  que

pour  Ia  so lu t i on  i n i t i a l e .  A ins i ,  pou r  ob ten i r  l e  même

effet Ë!énotoxique Ia coneentration du surnageant devra

être p lus impor tante que ce l1e de la  so lut ion in i t ia le .

cette augmentation du sMG su€l€ère que le MNNG a subi

eer ta ines modi f icat ions durant  Ia  pér iode de

bioaccumulation san:s pour autant que cela modif ie son

potentiel génotoxique.

En résumé, on note que }e 4NQO

baisse d 'aet iv i té  Êlénotox ique su i te

le 2AA ont subi une

la b ioaccumulat ion

et

à

(  f  igure 13 )  .  La baisse d,  act iv i t ,é  pour  le  4NeO est

vraisemblablement assoeiée à une biotransformation par les

algues.  La d iminut ion d 'aet iv i té  observée pour  le  2AA est

principalement attr ibuable à un effet de photodégradation

et  à  I 'é tape de eentr i fugat ion,  quoique le  proeessus de

pr ise en charge ne peut  êt re négl igé.  Malgré que 1es

résul ta ts  des soSIP du MNNG n ' ind iquent  aueune modi f icat ion

de 1 'aet iv i té  génotox ique après b ioaccumulat ion,

l 'augmentat ion s ign i f icat ive du SMG pour  le  surnageant
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suggère que 1es a lgues ont  joué un eer ta in  rô le  de

dé tox i f i ca t i on .

3 .2 -2 -  Anaryse  des  résu l ta t s  pou r  l es  e f f l uen ts  i ndus t r i e l s

les  f i gu res  L4  e t  15  nous  pe rme t ten t  de  v i sua l i se r  l es

modi f icat ions des sos lP et  des sMG pour  les ef f luents

industr ie ls  après l 'é tape de b ioaceumulat ion.  On note,  tout

d 'abord,  une d iminut ion de 1 'act iv i té  génotox ique su i te  à

la  b ioaeeumu la t i on  pou r  l es  e f f l uen ts  1 ,  Z  e t  7 .

Rappelons que le rapport des SOSIP E,zS de 1, ef f  luent 1

pour  re test  d i rect  avee act ivat ion mét ,abol ique est  de 1,  s

( t 'ab leau 8) ,  ind iquant  une baisse de 1 'aet iv i té  €énotox ique

de i lordre de 3L,4%. De même, le  test  sur  res ext ra i ts

eoncentrés,  avec un rappor t  des SOSIP E/S d,une va leur  L,4

( tes t  -Sg ) ,  re f l è te  une  d im inu t i on  s ign i f i ca t i ve  de  26 ,T%

(tabreau 8) .  Les courbes dose-réponse obtenues pour  res

tests sans activation métabolique sur les exbraits

coneentrés de 1 'e f f luent  in i t ia l  e t  du surnageant  sont

présentées à ]a  f igure 16.  on y  note que la  d iminut ion de

1 '  act iv i té  g lénotox ique de 1 'échant i l lon entrafne é€alement

une augmentat ion des sMG pour  Ie  test  d i rect  ( f ig fure lb)

e t  pou r  1 'ex t ra i t  concen t ré  ( f i gu re  16 ) .
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La d iminut ion d.e 1 'act iv i té  génotox ique après 1,étape

de b ioaccumulat ion est  t rès impor tante pour  l 'éehant i l lon

2.  Avec un rappor t  des SOSIP E,zS de 2,4 pour  Ie  test  d i reet

sans aet ivat ion métabol ique,  la  ba isse d,  aet iv i té

génofox ique du surnageant  par  rappor t  à  1 'e f f ruent  in i t ia l

est  de 58,4%. on eonstate en para l lè}e une augmentat ion

importante du SMG pour  le  surnageant  ( f igure 1b) .

L 'éehan t i . 1 lon  7  i nd ique ,  1u i  auss i ,  une  ba i sse

signi f icat ive d 'aet iv i té  génotox ique après b ioaceumulat ion

de 36,1% qui  se ref lè te par  une Iégère augmentat ion du sMG

( f i g u r e  1 6 ,  t a b l e a u  8 ) .

La baisse d 'act iv i té  génotox ique des ef f luents L,  Z et

7 peut être expliquée par une biotransformation des

€énotoxines par les argues, pâr une photodégradation de

ce1 les -c i  l o r s  de  l a  pé r iode  d ' i neuba t ion ,  e t /ou  pa r  une

per te lors  des eentr i fugat ions successives.  Le vo lume

res t re in t  d ' échan t i l l on  n 'a  pas  pe rm is  d ,é tud ie r  ees

faeteurs séparément .  A 1 'aveni r ,  i r  faudra i t  donc prévoi r

des vo lumes d 'échant i l lons suf f isants  Four  ten i r  eompte de

ces  fae teu rs .  On  exc lu t  i c i  1a  poss ib i l i t é  d ,une

bioconcentration des génotoxines par les algues étant donné

qu 'aucune  ac t i v i t é  géno tox ique  n 'a  é té  m ise  en  év idenee  su r

1es ext ra i ts  des cu lots  aLÊfaux.
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contra i rement  aux t ro i -s  écharr t i l tons ment ionnés p lus

haut ,  on constate une augmenbat ion s ign i f icat ive de

1 '  ac t i v i t é  E f  éno tox ique  (43 ,3%)  pou r  l ,  e f  f  l uen t  3

( f  i e i u r e  1 4 ) .  E n  e f f e t  l e s  S O S I P  p o u r  1 ' e f f  l u e n t  o r i g i n a l

( t a b l e a u  4 :  1 8 , O )  e t  p o u r  l e  s u r n a g e a n t  ( t a b l e a u  6 :  2 5 , B )

lors  des tests  d i rects  sans act ivat ion métabol ique,  donnent

l i . eu  à  u r r  rappor t  des  SOSIP  E /S  de  0 ,69  ( tab leau  B ) .  Les

vareurs de SMc obtenues eonfirment aussi cette augmentation

de 1 'act i .v i té  génotox ique (  f  igure 15 )  .

cette au€lmentation peut être attr ibuable au fait que

les a lgues ont  act ivé cer ta ins précurseurs d,agents

génotoxiques présents dans 1'eff luent. En revanche, êtr

réaet ion au s t ress provoqué par  1 'agress ion,  la  populat ion

phytoplanctonique peut êt,re responsable d'une production

endo€lène de g lénot ,ox ines t ibérées dans 1e mi l ieu.  Notre

expér imentat ion ne permet  pas de préeiser  lequel  de ces

deux faeteurs a pu entrer  en jeu dans Ie  cas présent .

Notons cependant que Ia présence de ces deux méeanismes a

é té  s igna lée  pa r  Lev ine  (1984)  e t ,  Schoeny  e t  a l .  ( l g8b )

dans des études récentes sur la bioaecumulation de

€énotox ines par  les a lgues.  Nous ne pouvons négl iger

l ' impact  que peut  avoi r  la  lumière,  a ins i  que nous en avons

discuté préeédemment .  Cependant ,  f  in f luenee de la  lumière

est  fac i lement  vér i f iab le expér imenta lement .  Sans pour

autant  négl iger  ]e  méeanisme a€l i .ssant  sur  1 'aet iv i té
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génotox ique,  i1  faut  éÊra lement  soul igner  1e danger ,  vo i re

même le  r isque,  que pourra i t  représenter  le  déversement

d 'un  e f f l uen t  "ae t i vab le "  
dans  1 ,  env i ronnemen t ,

comparativement à un eff luent pour lequel on a observé une

dégradat ion des € lénotox ines.

Aucune modi f icat ion s ign i f ieat ive des caraetér is t iques

glénotox iques après 1 'é tape de b ioaccumulat ion r r 'a  été

obse rvée  pou r  1 'e f f l uen t  4 ( f i g u r e  1 7 ) .  D ' a i l l e u r s  e n

eonsul tant  les f igures 14 et  1b,  on constate Ia  s in i l i tude

des vareurs de sosrP et  des sMG pour  l 'échant i l lon in i t ia l

e t  1e surnageant .  B ien qu 'aueune modi f  icat , ion des

earactérist iques génotoxiques ne soit survenue pour Ia

Fhase l iqu ide de eet  échant i l lon,  i1  est  surprenant  de

constater une réponse É!énotoxique posit ive sur le culot

a lga l .  La va leur  de sosrP obtenue pour  eelu i -c i  est  de

425 ,4  ( tab leau  7 ) .  Cee i  es t  néanmo ins  exp l i cab le .

Premièrement ,  les argues peuvent  aecumuler  eer ta ins pro-

mutaelènes présents dans 1'eff luent (dérivés exoetènes) et

les aet iver  en a€lent  Éénotox ique (Lev ine,  1gB4;  Schoeny et

â1.  ,  1985) .  Deuxièmement ,  les a lgues peuvent  produi re

e1les-mêmes des €énotox ines,  êr r  réaet ion au s t ress

p rovoqué  pa r  1 'ex ; ros i t i on  (Lev ine ,  1984 ;  Sehoeny  e t  a l . ,

1985 ) .  L ' absence  d 'une  1 ibé ra t i on  des  € léno tox ines  ac t i vées

ou produi tes par  les a lgues dans 1 'éehant i l lon expl iquera i t

a ins i  l a  s tab i l i t é  de  ce lu i - c i  ap rès  I ,  é tape  de

b ioaecumu la t i on .
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Enf in ,  1 ' échan t i l l on  6 ,  a  démon t ré  une  d im inu t i on  non

s ign i f i ea t i ve  de  son  ac t i v i t é  géno tox ique  ap rès

b ioaccumu la t i on  ( f i gu re  14 ) .  En  e f fe t ,  l es  va leu rs  de  SOSIp

p o u r  1 ' e f f l u e n L  i n i t i a l  ( t a b l e a u  4 :  2 0 , 6  +  6 , 1 )  e t  p o u r  1 e

surna€leant  (  tab leau 6 :  17 ,7  + E,  6  )  ne sont  l las

s ign i f i ea t i vemen t  d i f f é ren tes  1 'une  de  1 ,  au t re .  En

revanche, orl remarque une très nette diminution du sMG pour

cet  e f f luent  après son e: (pos i t i r :n  aux a l€:ues ( f  igure 1b) .

cet te  réduct ion s ign i f ie  que l ' induct ion génotox ique est

p lus é levée pour  1e surnageant  que pour  I ,  e f f luent

or ig ina l .  Contra i rement  au MNNG, où 1,  on nota i t  un

dép lacemen t  ve rs  l a  d ro i t e  de  l a  po r t i on  l i néa i re  de  l a

eourbe dose-réponse,  on enregis t re ic i  un déplaeement  vers

la  gauche.  11 y  a donc eu t ransformat ion des earactér isques

elénotox i .ques de I 'e f f luent  que l 'on peut  une fo is  de p lus,

at t r ibuer  à des in teract ions des a lgues et /ou de Ia

l u m i è r e .

En résumé,  on note une baisse s ign i f icat ive de

l 'act iv i té  dénotox ique pour  les ef f luents 1,  2  et  ?  après

bioaccumulat ion.  cet te  d imuni t ion peut  ê t re assoeiée à r ; r re

photodégradat ion,  à  une b iot ransformat ion par  les a lgues

et , /ou à une per te lors  de 1 'é tape de centr i fugat ion.  Pour

1 'éehant i l lon 3,  on eonstate au contra i re  une augmentat ion

de 1 'act iv i té  génotox j -que.  Cel1e-c i  peut  ê t re at t r ibuable

à une product ion a lga le (endogène et /ou exoÉlène)  et , /ou à
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f  i n f ruence  de  l a  l um iè re .  En  de rn ie r  1 ieu ,  b ien  que  1es

résu l ta t s  des  sos rP  des  éehan t i l l ons  4  e t  6  n ,  i nd iquen t

aueune modi f icat ion du potent ie l  génotox ique après

b ioaceumu la t i on ,  ra  réponse  pos i t i ve  su r  l e  cu lo t  a lga l

exposé  à  1 'e f f l uen t  4  e t  l a  d im inu t i on  s ign i f i ea t i ve  du  sMG

pour 1e surnageant  de l ,e f f luent  6 ,  suggèrent  des

interact ions a lga les et , /ou de 1a lumière.



CONCLUSION

La  m ise  au  po in t  d ' un  tes t  de  dép is ta€e  d 'ac t i v i t é

€éno tox ique  d 'e f f l uen ts  a  é té  réa l i sée  à  pa r t i r

d 'expér iences qui  ont  mis en év idence le  poÈent ie l

€ iénotox ique de substanees pures (4NQO, 2AA et  MNNG).  Aussi ,

les proeédures é laborées se sont  révélées ef f ieaces pour

mettre en évidenee les caractérist iques génotoxiques des

ef f luents industr ie ls  et  la  eapaci té  du phytoplancÈon à

interagi r  sur  ces earactér is t iques.

La caractér isat ion €!énotox ique in i t ia le  des

échan t i l l ons  es t  basée  su r  1 'ana lyse  de  Ia  phase  l i qu ide  de

] ' e f f l uen t ,  de  1 'ex t ra i t  coneen t ré  de  ee t te  phase  e t  de  Ia

phase  so l i de .

Ains i ,  nous avons pu met t re en év idenee d 'une par t ,  la

É !éno t r : x i  c i Lé  de  l a  phase  l  i qu i r i e  de  Ia  ma jo r i t é  des

échan t i l " l ons  tes tés .  D 'au t re  pa r t ,  à  1 'exeep t ion  des  p ro -
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nrutaElènes,  1 'act iv i té  Éénotox ique des échant i l lons déerot t

en présence d.e sg mix.  ce phénomène est  re l ié  aux proeessus

de désaet ivat ion que subissent  les substances g iénotox iques

en  p résence  de  Sg  m ix .

Pa r  a i1 leu rs ,  1 ' anâ Iyse  des  résu l ta t s  su r  }es  ex t ra i t s

eoncentrés de 1a phase l iqu ide,  nous a permis de eonstater

les l imi tes de ce t ra i tement  des échant i l lons a ins i  que le

caractère qual i ta t i f  des résul ta ts .  En ef fe t ,  seuls  les

eomposés ext raet ib les et  non vo lat i ls  peuvent  êt re

concen t rés  pa r  l a  p roeédure  expé r imen ta re  u t i l i sée .  A ins i ,

su i te  à 1 'ext raet ion et  à  1a concentrat ion cer ta ines

modif ications des earaetérist i .ques €!énoboxiques peuvent

survenir pour les éehanti l lons constitués de eomposés non

extract ib les eb/ow volat i ls .  La démarche expér imentare nous

semble done appropr iée puisque eel1e-e i  l imi te  1,étape

d'ext raet ion et  de coneentrat ion aux ef f luents qui  n 'ont

démontré aueune activité génotoxique lors du test direct

su r  l a  phase  l i qu ide .

Fj.nalement, en dépit du fait gu'aueun résultat

concernant  Ia  phase so l ide des échant i l lons ne so i t

explo i tab le,  nous eonsidérons que la  caraetér isat ion de

eet te phase est  essent ie lLe considérant  re  phénomène

d 'adso rp t i on  des  composés  ch im iques  de  fa ib le  so lub i l i t é

su r  1a  ma t iè re  e r r  suspens ion .  Pour  l es  é tudes  u l t é r i eu res
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1 'u t i l i sa t i on  de  f i l t r e  de  ve r re  ou  de  po l yes te r  es t

recommandée et permettra de mettre en évidence f importance

de ceùte phase au niveau du poJ,entiel génotoxique des

e f f l uen ts .

L 'é tude de 1a capaei té  du phytoplancton à in teragi r

sur  1es earactér is t iques génotox iques des éehant i l lons a

po r té  su r  1 'ana lyse :  1 )  de  1 'ex t ra i t  concen t ré  de  l a

b iomasse a lga le (S. -  capr ieornutum) après e>cposi t ion des

ce l l u les  à  l ' e f f l uen t ,  2 )  de  l ' e f f l uen t  m is  en  eon tae t  avec

1a populat ion phytoplanctonique,  e '  est -à-d i re  le  surnageant

et 3) de l 'e>cbrait coneentré du surnageant. Les eonstata-

t ions suivanÈes ont pu être dégagées des résultats

obtenus:

Premièrement ,  une baisse s ig in i f icat ive de I ,aet iv i té

génotox ique des éehant i l lons peut  surveni r  su i te  à la

b ioaccumulat ion.  Cet te détox i f icat ion des éehant i l lons est

at , t , r ibuable à d i f férents  faeteurs.  D 'une par t ,  la  ba isse

d'activité, comme observée avec le 4N8O, peut être

d i reetement  re l iée à des in teract ions phytoplanctoniques

sur res Erroupes fonetionnels des composés génotoxiques.

D'autre par t ,  à  la  lumière des résul ta ts  obtenus avec le

2AA, 1a photodégradat ion a ins i  que 1,  é tape de

centr i fugat ion peuvent  également  êt re responsable d,une

d im inu t i on  de  1 'ae t i v i t é  géno tox ique .  Le  vo lume res t re in t



d 'échan t i l l ons  pou r  1es  e f f l uen ts  i ndus t r i e l s  ne  nous  a  pas

permis de vér i f ier  f  impor tanee de chacun des ces facteurs

faee aux d i .minut ions observées.  Par  contre,  comme on a pu

le  cons ta te r ,  l es  e f fe t s  de  ra  l um iè re  a ins i  que  de  l a

centr i fugat ion sont  fac i lement  vér i f iab les expér imen-

bal  ement .

Deuxièmement, on a pu mettre en évidenee la eapacité

du phyt r :p laneton à b ioconcentrer  des génotox ines.  En ef fe t ,

tel que noté avee le 2AA, les algues sont err mesure de

prendre en eharge des composés e!énotoxigues présents dans

1 'échan t i l ] on  e t  d ' i ndu i re  a ins i  une  d im inu t i on  de

1 'ae t i v i t é  géno tox ique  de  Ia  phase  l i qu ide .  D ,au t re  pa r t ,

l es  résu l ta t s  de  l ' e f f l uen t  4 ,  on t  pe rm is  d ,é tab l i r  que  l es

algues peuvent bioconeentrer des eomposés génotoxiques sans

pour  autant  nodi f ier  1es earactér is t iques génotox iques de

] ' échan t i  11on .  Les  € !éno tox ines  p r i ses  en  cha rÉ le  pa r  res

algues sont  a lors  d 'or ig ine exogène (nuta€ènes où pro-

mutaÉlènes présents dans 1 'échant i l lon et  act ivés en agent

Éénotox ique par  les a lgues)  et lou d,or ig ine endogène

(produi tes par  les a lgues en réponse au st ress assoeié à

I '  expr:s i t ion d' un ef f  1uent, génotoxique ) .

T ro i s ièmement ,  une  auÊ tmen ta t i on  s ign i f i ca t i ve  de

l ' ac t i v i t é  €éno tox ique  peu t  se  man i fes te r  su i t e  à  1a

b ioaecumu la t i on .  ce11e-e i  peu t  décou le r  d 'une  ac t i va t i on  de



pro-mutagènes présents dans 1 'éehant i l l r :n  eL/ou d 'une

production endogène du phytoplancton en réponse au stress

de  1 'expos i t i on .  A  no te r  que  1 'ac t i va t i on  des  p ro -mu tag iènes

peut  résur ter  des in teract ions du phytoplancton et , /ou de

f  i n f l r rence  de  Ia  l um iè re .

En de.cnier r ieu, conme nous avons pu re constater avec

Ie  MNNç e t  1 'e f f l uen t  6 ,  l es  éehan t i l l ons  peuven t  sub i r

cer ta ines modi f icat ions durant  la  pér iode de

bioaccumulat ion sans pour  autant  qu ' i l  y  a i t  rnodi f icat ion

du potent ie l  génotox ique de 1 'éeLrant i l lon (  SOSIP) .  Ces

modi f icat ions,  9uê I 'on peut  eneore une fo is  at t r ibuer  à

des ln teraet ions phytoplanctoniques et /ou à l , in f luenee d.e

la lumière,  provoquent  une augmentat ion ou une d iminut ion

du faeteur  d ' induct ion € lénotox ique de 1,échant i l lon.

Dans un contexte p lus É!énéra l ,  i r  est  bon de soul igner

que 1a réponse g!énotox ique à r 'a ide de tests  bactér iens,

eomme le SOS Chromotest ,  n 'est  pas en e l le-même une

évidence déf in i t ive des r isques eare inogéniques que peuvent

représenter  un éehant i11on.  En ef fe t ,  1es orgfanismes

vivants,  par t ieu l ièrement  les mammifères,  possèdent  une

var ié té de mécanismes qui peuvent entralner une

modi f icat ion des réponses face à des a€lents  €!énotox iques

(abso rp t i on ,  d i s t r i bu t i on ,  mé tabo l i sme ,  ex t rac t i on ) .  De

plus,  les agents génotox iques peuvent  causer  d i f férents
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t ypes  d 'a l t é ra t i ons  de  1 'ADN (abe r ra t i ons  ch romosomi_ques ,

subs t i - t , u t i on  de  bases ,  dé1é t i on  ou  i nse r t , i on  de

nue léo t i des )  e t ,  en  généra l ,  1es  b ioessa is  ne  peuven t

d é t e c f e r  q u ' u n  s e u l  t y p e  d ' a l t é r a t i o n .  E n  d e r n i e r  1 i e u ,  1 a

suscept ib i l i té  des tests  est  également  un facteur  à

cons idé re r  pu i sque  ee r ta ines  bac té r i es  von t  réag i r

d i f féremment  à 1 'exposi t ion du même composé.

Dans cet te  opt igue,  1 'approche expér imenta le l :our

nrettre err évidence 1e potentiel gérrotoxique des eff luents

devra i t  ê t re consr idérée darrs  une persFect ive de dépis ta€e

pr imaire,  permet tant  une première sé lect ion des ef f luents

suscept ib les d 'ê t re problémat ique pour  1 'env i ronnement .

Les  résu l ta t s  pos i t i f s  pou r  un  e f f l uen t  spée i f i que

devraient rnener à

permettant une

la condui te  de tests  supplémenta i res

ca rac té r i sa t i on  p lus  poussée  de

1'  échant i1 lon.  cet te  caractér isat i .on addi t ionne]1e pourra i t

i ne lu re  1 'éva lua t i on  du  po ten t i e l  g :éno tox ique  à  I , a ide  d iun

deuxième test  de dépis tage,  I 'analyse Êlénotox ique de

fract ions spéc i f i ques  de I ' e f f l u e n t  a i n s i  q u e

f  i den t i f i ca t i on  des  composés  responsab les  de  1 'ac t i v i t é

glénotoxique. Cette caraetér isat ion des ef f luents

industr ie ls  pourra i t  s 'avérer  impor tante af in  de eoncevoi r

u r re  mé thode  de  t ra i t emen t  e f f i cace  pou r  1 'é l im ina t i on  des

géno tox ines .
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I1 r r 'en demeure pas moins gue 1 'approehe expér imenta le

séquen t ie l l e  déve loppée  nous  semb le  app rop r iée .  En  e f fe t ,

Ia  caraetér isat . ion du potent ie l  génotox ique in i t ia l  des

e f f ruen ts  pe rme t  u r re  p remiè re  sé lec t i on  des  e f f ruen ts

suseep t ib les  d 'ê t re  p rob lémat iques  pou r  I ' env i ronnemen t .

En p lus,  1a mise en év idence des d i f férentes in teract ions

du phytoplaneton sur les caraetérist iques génotoxiques des

échanti l lons démontre f importance de ce vecteur faee à une

agress ion de ce genre.  Les tests  sur  1es d i f férents  sous-

échant i l lons peuvent  nous a ider  à eomprendre 1a

d is t r i bu t i on ,  1e  des t i n  a ins i  que  1 'ac t i v i t é  des  e f f l uen ts

potentiel lement Ê!énotoxiques déversés dans 1, environnenent.

En effet, les algues vertes, eomme Ë* capricornutum, sont

une composante essent ie l le  de la  chaine a l inenta i re  de

1 'écosysùème aquat ique et  1 'analyse des résul ta ts  pour  }es

différents échanti l lons nous a permis de nettre en évidence

di f férentes in teract ions de cet te  dern ière sur  les

caraetéri.st iques Ëlénotoxiques des eff luents. Par contre,

cer ta ines modi f icat ions sont  néeessai res.  Entre aut res,

1 'u t i l isat ion de f i l t res non ext ract ib les est  pr imord ia le .

De p lus,  a f in  de corroborer  les résul ta ts  g!énotox iques

obtenus, uo deuxième test de dépista€e est souhaitable. Une

étape permet tant  de met t re en év idence 1 'e f fe t  de la

lumière et  de la  centr i fugat ion sur  1es caractér is t iques

Elénotox iques des ef f luents est  également  essent ie l le .  En

dern ier  1 ieu,  f  impor tanee des proeédures d 'ext raet ion et



de eoncentrat ion rend nécessai re Ie  déveroppement  de

nouvel les procédures expér imenta les permet tant  d 'obtenj . r

des  concen t rés  p rus  rep résen ta t i f s  de  1 'éeb ran t i l l on

or ig ina l ,  te1 qu 'expl ic i - té  au ehapi t re  1 et  démontré dans

I ' ana l yse  des  résu l taÈs  (  ehap i t re  3  )  .
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Annexe I

Déterminat ion du facteur  de eorrect ion re l ié  à

1 'ac t i v i t é  de  1 'a lea l i ne  phospha tase

une colonne spécia le  de I  pu i ts  de format  microplaque

est  incorporée à ehaque t rousse sos chromotest .  ce l le-c i

eont ient  des eoncentrat ions décro issantes d 'enzymes

préservées de p-€araetos idase.  L 'a iout  de ehromogène b leu,

avec lequel  1 'enzyme réagi t ,  permet  d 'é tabl i r  un grad. ient

de couleur à part ir duquel orr peut évaruer le pourcentage

de débordement  de Ia  couleur  b leue du substrat  de la

p -€a lac tos idase  (615  nmi  su r  l a  l ec tu re  de  DO de  I , a l ca l j . ne

phospha tase  (405  nm) .

A I 'a ide de cet te  eourbe standard,  on obt ient  une

valeur  préeise de 1a densi té  opt ique à 4Ob nm pour  une

concentrat ion donnée de matér ie1 testé,  en procédant  de ' la

façon su ivante;

1-  On note les DO 615 et  405 de

eoncentration donnée.

1 'échan t i l l on  pou r  une

2-  On se réfère,  ensui te ,  aux DO 61b et  40b de 1a courbe

standard et  on ident i f ie  Ie  pui ts  où Ia  va leur  de DO 61b

es t  1a  p lus  rapp rochée  de  ce11e  de  I ' échan t i l l on  e t  on

note 1a D0 4Ob eorrespondante.
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On détermine,  par  1a su i te ,  le  pourcentage de

débordement  en d iv isant  cet te  DO 4O5 par  la  DO 61b

co r respondan te  su r  1 'éche l l e  de  cou leu r .

Pour  obteni r  Ia  va leur  préc ise eorrespondant  à

1 'ac t i v i t é  de  1 'a lea l i ne  phospha tase ,  on  sous t ra i t  à  l a

va leu r  de  D0  405  de  l ' échan t i l l on  no tée  au  débu t ,  I a

valeur  de la  DO 615 correspondante que 1,on a

préalablement  mul t i .p l  iée par  1e poureentagle de

débordement.

4 -

L 'équat ion su ivante résume

déterminer  1a DO 405 net te  pour

matér ie l  testé;

o ù :

DO 405 nette

DO 4O5e

D O  6 1 5 E

DO 615c

différentes étapes pour

concentration donnée de

va leu r  p réc i se  de  DO de  l ' a l ca l i ne  phospha tase

DO 40.î de 1'éeLranti l lon porlr une conc*n"""1ir-,n

donnée,

DO 61.5 de 1'écLrarrt i l lorr Four rtrre eorreerrtrs.t ir : ,rr

donnée,

D0 615 de la  eonrbe standard,  dont  Ia  va leur

est  la  p lus rapprochée de }a DO 615r=,

DO 4Ob de 1a courbe starrdard corresporrdant ù

} a  D O  6 1 5 c .

l e s

une

DO4O5 nette = DO405,s ( DO61.t'= i DO4()r;- / DO615c ) )

DO 405c



La proeédure

(  EPA/6OO /4-85;  048 )  ,

u t i l i s é e ,  q u i

es t  p résen tée

I U D

e s t  e e l l e  d e  U .  S .  E P A

c i - a p r è s :

Annexe II

Ext raet ion et  eoncentrat ion : procédure expér imenta le

I I -1  P répa ra t i on  de  l a  ve r re r i e :

Laver  et  brosser  au savon.

R ince r  t ro i s  f o i s  à  1 'eau  du  rob ine t .

R i n e e r  t r o i s  f o i s  à  1 ' e a u  d é i o n i s é e .

Rineer  à 1 'acétone de qual i té  pest ic id .e.

Rineer  au ehlorure de méÈhy}ène de qual i té

Plaeer  la  verrer ie  dans une étuve à 3OO"C

pér iode  de  LZ  heu res .

pest ic ide.

pour une

ï ï -Z  Ex t rac t i on  (phase  l i qu ide )

1-  Homogénéiser Ie  con tenu  de  Ia  bou te i l l e  d 'échan t i l l on

( 3  L ) .

2 -  Mesure r  deux  ga r t i es  a l i quo tes  de  1 ,b  L  à  l , a ide  d ,un

cy l indre gradué et  t ranférer  dans Z ampoules de

sépara t i on  de  2  L .

3-  A juster  le  pH des 2 sous-échant i l lons à z  avee une

s o l u t i o n  d ' a c i d e  s u l f u r i q u e  ( H = S B 4  1  N ) .
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Ajouter 150 mL de ehlorure de métbylène (CH=61_= ) de

qual i té  pest ie ide à chaeune des ampoules et  exÈra i re en

brassant pendant deux minutes. Effectuer périodiquement

une aérat ion des ampoules af in  de l ibérer  1,excès de

p ress ion .

Reeuei l l i r  la  phase organique (ch lorure de méthy lène)  de

ehacun des sous-éehanti l lons dans des béchers de z L.

Ajouter 1O0 mL de ehlorure de méthylène à chaeune des

ampoures et répéter la procédure d'extraction une

deuxième fo is .  combiner  tous res exbra i ts  dans res

béchers de 2 L. Exécuter une dernière extraction avec

1OO mL de chlorure de néthylène, selon la même

5 -

6 -

7 -

procédure.

Ajuster 1* pH des deux

égale ou supér ieure à 11

( N a O H  1 0  N ) .

sous-éehant i l lons à une vaLeur

avee de I 'hydror<yde de sodium

8- Exbra i re 1 'éehant i l lon sueeessivement  avec 1b0,  1oo et

1OO mL de ehlorure de méthylène par nmpoule de

séparation. Récupérer touÈes les phases organiques d.ans

les béehers de 2 L.

9- Placer une colonne eontenant environ 10 cm de sulfate d.e

sodium anhvdre (Na=so* i  purif ié durant 4 h à 4oo"c

(p réa lab lemen t  re f ro id i )  au  dessus  d 'un  ba l l on  de  1  L .

F i l t rer  Ia  phase organique à t ravers Ia  co lonne.

10- concentrer ]es extraits par évaporation du ehrorure de

méthy lène sur  un évaporateur  ro tat i f  (60"C),  en
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réduisant  jusqu 'à env i ron 10 mL.

11-  Transférer  1 'ext ra i t  dans une éprouvet te  grad.uée de

15 &L,  pré-pesée.  Rincer  1e bal lon avec b mL d.e

ehlorure de méthy lène et  t ransférer  dans 1,éprouvet te .

12-  Evaporer  à sec le  eontenu de l ,éprouvet te  sous je t

d 'azo te  u l t ra -pu r  eompr imé .

13-  Peser  1 'éprouvet te  et  son eontenu et  déterminer  le

poids de rés idu en mg.

14-  Resolubi l iser  le  rés idu exbra i t  dans 1 nL de

diméthv le su l fox ide (DMSO) 100% de qual i té  pest i .e id .e et

ré f r i gé re r  à  4 "C .

I I -3  Ext ract ion (b iomasse a lga1e)

1- Compléter le 3O mL contenant BO ng d,algues à

de 1 'eau déionisée.  Transférer  dans une

50 nL avec

ampoule de

2 -

3 -

séparat ion de 250 mL.

Ajuster  le  pH à deux avec de I 'ac ide su l fur ique.  Fai re

une exbraction en série avec respeetivement b0, Zb et

25 nL de chlorure de méthy1ène, comme à l,étape B, 4 et

5 de l 'ext raet ion de la  phase 1 iqu ide.  Réeupérer  la

phase organique dans un bécher de 1 L.

A jus te r  l e  pH  de  l a  phase  agueuse  à  11 ,  à  l , a ide  du

NaoH. Répéter  1 'ext ract ion successivement  avee Eo,  25 et

25 mL de so lvant .  Recuei l l i r  Ies phases organiques dans

le  bécher .



4- Pour 1a concentration de

de la même façon que pour

1 4 ) .
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phase orÉfanique, on procède

phase l iqu ide  (é tapes  I  à

1 a

1 a

ï ï - 4  E x t r a c t i o n  ( p h a s e  s o l i d e  d e  l , e f f l u e n t )

L 'ex t rac t i on  de  l a  phase  so l i de  de  i l e f f ruen t  se  fa i t

su ivant  Ia  même proeédure que pour  le  matér ie l  b io log ique.

Les seules d i f férenees se s i tuent  au n iveau de 1a

préparat ion des f i l t res et  des vo lumes de so lvant  à

ut i l iser .  Les f i l t res doivent  ê t re préalablement  coupés en

petits moreeaux, puis transférés dans une ampoule

d 'exbraet ion de bOO mL,  à laquel le  on a joute 6O nL d,eau

déionisée.  Les vo lumes de so lvant  à  ut i l iser  pour  les t ro is

extraetions en série sont respectivement de 60, 3O et BO nL

de chlorure de méthy}ène.



Phase l ieuide
( 3  L )

Séparer en
2 sous-échant i l lo
1 , 5  L  1 , 5

culot  a lgal
(3O ng73g DL,

Conpléter à 50 EL
avec

iLO déionisée

phase sol ide
(  F i  l t res  )

Couper 1es f i l t res
Ajouter 60 nL
tLO déioniséc

Ajuster le pH < 2
avec du l{.SO.

Extraire successivenent
âvec

150,  1OO e t  100
de CtLCLc

50, 25 at,  26
de CILCIa

Ajuster le pH à 11
avec du NaOH

Extraire successivement
avec

150, 1OO et 1OO nt 50, 26 et 25 nL
de CHTCLc

60, 3O et 30 nL
de CILCLc

Regrouper lcs e:rtraits
(phase organiquc)
dans uo bécher

Dessicat ion à l . 'a ide de
NaaSO+

Concentrer 1cs c:<ùraits
un évaporateur rotatif

lransférer 1'e:<trait dans
unc éprouvetta pré-pesée

Evaporcr à sec sous
jet d 'azote

DéÈcrnincr 1c poids scc
du résidu

Resuspsndrc dans
1 nL de DMSO

Cheminement de
concentration des

la procridure d'extraction et d.e
sous-échanti I  1ons.

F igure 18




