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INTRODUCTION

Une fraction importante des nombreuses études écotoxicologiques
concerne la contamination des milieux aquatiques par 1les eaux de rejets
industriels (e.g. Blaise et Costan 1988; Blaise et al., 1987, 1986; Dafoe
et al., 1987; Anonymous 1986, 1981; Gersich et Mayes 1986; Couillard
1980; Metikosh et al., 1980; Cairns et al., 1979). Identifiés comme une
source majeure de contaminants (Blaise et al., 1988), les résidus
liquides industriels sont souvent trés complexes. Devant une telle
situation, 1l’évaluation écotoxicologique de ceux-ci a largement dépassé

le cadre de la caractérisation physico-chimique.

Pour répondre aux attentes explicatives et prédictives d’une
telle évaluation (McGregor et Wells 1984), la réponse des organismes
vivants soumis a 1’agression toxique constitue le point central des
stratégies de dépistage (Blaise et al., 1985; Moriarty 1983; Ramade 1979;
Butler 1978). Depuis 1les trois derniéres décades, le développement
d’outils (bio-tests, indicateurs biologiques) a fortement contribué a la
compréhension de 1’impact potentiel des substanges toxiques sur les

composaﬁtes et la dynamique des écosystémes récepteurs.

Parmi 1les diverses stratégies de dépistage des effets toxiques
(Blaise et al., 1988; Van Coillie et al., 1984; Cairns 1983; Lloyd 1980),
1’approche simultanée intégre analyses chimiques et biologiques dans une
vision multidimensionnélle de 1l’écotoxicité (organismes représentatifs de
plusieurs niveaux trophiques, divers seuils de toxicité, nature et
persistance des polluants). Elle vise, de plus, 1l’identification de
problémes environnementaux autres que toxiques, tels l’eutrophisation,
les perturbations physico-chimiques et la contamination bactérienne
(Blaise et al., 1985).



Une approche expérimentale de laboratoire potentiellement
prédictive est préconisée. Elle combine efficacité pratique, rapidité et
colts réduits par rapport aux études de terrain. En contre-partie, les
résultats = semblent difficilement extrapolables au milieu naturel.
Toutefois, 1la concordance des effets observés en laboratoire et sur le
terrain se confirme de plus en plus (Mount et al., 1984). L'’approche
expérimentale comprend 3 étapes majeures regroupant chacune une série de
tests et de mesures réalisés simultanément. Chaque étape est destinée a
cerner la nature du probléme avec plus de précision. Le passage d’une
étape a l’autre dépend donc des résultats bio-analytiques obtenus ainsi
que du degré de spécificité désiré dans l’acquisition de 1’information.
Les diverses phases de cette approche développée dans nos laboratoires

sont décrites ci-aprés.

DEMARCHE OPERATIONNELLE ET DECISIONNELLE

1 - Etape préliminaire

Un échantillon de 4L de 1l’effluent est: récolté lors de la
premiére visite du site industriel. A partir de cet échantillon, on
détermine 1) le danger potentiel de 1l’effluent pour le personnel de
terrain et de laboratoire, 2) les conditions analytiques requises et la
pertinence d’effectuer certains tests (e.g. biodégradation,
bioaccumulation) pour 1’évaluation écotoxicologique subséquente. Des
mesures de pH, coliformes fécaux, substances volatiles, ainsi qu’un SOS
Chromotest, renseignent respectivement sur la nature corrosive,
pathogéne, volatile (toxique ou explosive) et génotoxique de 1l’effluent.
Deux types d’analyses sont effectués en utilisant trois dilutions de
1’effluent (50, 10 et 2% v/v). Les paramétres analytiques nécessaires au
test de bioaccumulation sont fixés dans cette étape préliminaire a 1l’aide
d’un biotest de croissance algale. Ce test est détaillé plus avant (voir
section G - Bioaccumulation inorganique). Les mesures de pH et de

carbone organique total permettent d’estimer 1l’activité bactérienne et



d’évaluer 1la biodégradabilité de 1l’effluent. Les résultats ménent a une
prise de décision quant a la réalisation d’un test de biodégradation dans

1’étape suivante.

2 - Evaluation écotoxicologique

La figure 1 synthétise l’ensemble de la procédure analytique
applicable a un effluent d’origine totalement inconnue. C’est en quelque
sorte le portrait théorique d’une évaluation écotoxicologique. En
pratique, plusieurs points de 1l’approche peuvent 1) ne pas étre réalisés,
2) étre modifiés, 3) étre remplacés par un test plus approprié selon les
connaissances préalables de 1’échantillon visé (origine industrielle,
type de procédé, présence ou non de traitement avant rejet, type de
traitement, etc.). L‘’approche offre donc une certaine souplesse dans sa
réalisation pratique. Les analyses et les biotests de la premiére étape
sont réalisés éimultanément a partir d’un échantillon de 35 1litres
provenant de 1l’effluent final ou d’eaux de procédés industriels
spécifiques. Cet échantillon est composé sur le terrain sur une période
de 8 & 24 heures (d’aprés les modalités. opérationnelles des usines) selon
un protocole d’échantillonnage convenu par Environnement Canada (Vezeau
1982). L’échantillon de 35 L est subdivisé en laboratoire pour les

analyses suivantes:
A) Dépistage bactériologique

Les eaux de rejets industriels peuvent contenir un nombre élevé
de micro-organismes potentiellement nuisibles pour la santé humaine et la
vie aquatique. C’est le cas notamment de 1l’industrie de l’alimentation,
des pates et papiers, et plus généralement de toute indust:ie dont les
eaux usées domestiques sont mélangées a celles des procédés. Pour
évaluer les risques d’une telle pollution, le groupe des coliformes
fécaux est utilisé comme indicateur de la contamination bactériologique
de l’effluent. Un dénombrement des coliformes fécaux (1.1) est réalisé
selon des méthodes normalisées (APHA et al., 1985; Washington et al.,

1971). Un nombre élevé (7100/100mL) justifie une étude plus approfondie



de ces germes. Quoique les coliformes fécaux ne soient généralement pas
reconnus pathogénes, l’usage répandu des antibiotiques en médecine et en
agriculture a contribué, par pression sélective, au développement de
facteurs de résistance & divers antibiotiques (Env. Canada 1978, 1975;
Grabow et al., 1975). Les coliformes fécaux peuvent alors représenter un
réservoir de facteurs de résistance (Blaise et Legault 1979). Cette
résistance peut étre acquise notamment par les bactéries Gram-négatives
(parmi 1lesquelles on retrouve les entérobactéries pathogénes), par
transfert d’éléments d’acides nucléiques extra-chromosomiques (plasmides)
capables de se reproduire indépendamment du chromosome bactérien
(Vatanabe 1963). Divers types de pathogénes (Salmonella, Pseudomonas,

Aeromonas, Proteus, Shigella) fréquemment associés aux coliformes fécaux

(Geldreich 1972) pourraient étre impliqués dans ce transfert de
résistance (Grabow et al., 1974). Un test de résistance aux
antibiotiques (2.1) sur des souches isolées de coliformes fécaux
renseignera sur les risqués de contamination du milieu récepteur.
L’identification de pathogénes spécifiques (3.1) compléte 1l’information.
Par ailleurs, un dépistage pour Aeromonas hydrophila (Shotts et Rimler

1973), pathogéne fréquent des poissons, est également entrepris dans ce

volet.

B) Toxicité létale aigué (CL50 exploratoire)

Elle se définit comme la résultante d’une courte exposition & une
substance ou l’organisme-test ou la biomasse exposée cesse de vivre (note
de service non-publiée, Envighnement Canada). La 1létalité des
composantes physiques, chimiques et bactériologiques de l’effluent est

déterminée par un biotest avec truite arc-en-ciel (Salmo gairdneri

Richardson). La grande sensibilité et le caractére cosmopolite de cette
espéce, justifient son utilisation largement répandue dans les

laboratoires d’écotoxicologie. La méthodologie utilisée est
rigoureusement identique & celle du test standardisé (Environnement
Canada 1989a) mais & une échelle réduite; d’ou le caractére exploratoire
de cette étape. Trois dilutions de l’effluent (100, 10 et 12 v/v)



constituent les traitements du test. Quatre poissons sont soumis &
chacun des traitements. Aprés 96 heures d’exposition, le degré de
toxicité 1létale de l’effluent est inféré sur la base de la concentration
toxique de l’effluent produisant 50% de mortalité chez les organismes.
Les résultats sont exprimés sous forme d’unités toxiques (100/CL50). Une
toxicité élevée (010 U.T.) justifie une expérimentation compléte (3.2)
afin de mieux préciser le seuil de toxicité létale.

C) Toxicité sublétale (ATP stress)

Une faible mortalité suite & un test de toxicité létale (CL50
exploratoire ou compléte) n’indique pas nécessairement une faible
toxicité de l’effluent. En effet, les fonctions vitales de l’organisme
peuvent étre altérées, diminuant ainsi les probabilités de survie a plus
ou moins long terme. La recherche d’effets sublétaux peut alors étre
envisagée. Plusieurs études, portant sur une gamme étendue de substances
toxiques, suggérent une forte corrélation entre les niveaux de toxicité
létale et 1l’intensité des effets sublétaux (Blaise 1984; McLeay et Howard
1977; Slooff et Canton 1983; Kenaga 1982). Les effets sublétaux s’inten-
sifient de facon linéaire avec l’accroissement desteffets létaux obser-
vés. La nature prédictive de cette relation doit cependant étre utilisée
avec prudence face & la complexité chimique de plusieurs effluents
(Blaise 1984). Un test sublétal est par conséquent souhaitable. En
pratique, 1’absence ou une faible mortalité (<10 ﬁ.T.) au cours d’une
CL50 n’entrainera pas la réalisation du test sublétal sur la truite
arc-en-ciel. Des études récentes ont démontré que les effets sublétaux

sont peu significatifs dans une telle situation (Blaise et al. 1986).

La toxicité sublétale se définit commme la résultante d’une
exposition & une substance ou l’organisme-test ou la biomasse exposée
subit un effet nocif normalement réversible. Selon que 1la durée
d’exposition soit courte ou prolongée, le niveau de sublétalité est
qualifié respectivement d’aigu ou de subaigu (note de service

non-publiée, Environnement Canada). Chez 1la truite arc-en-ciel, 1la



mesure du stress occasionné par une courte durée d’exposition a
1’effluent (96 heures) est obtenue par le dosage de 1’ATP dans le muscle
squelettique (Environnement Canada 1989b). Le test (3.3) est réalisé sur
les survivants a 1l’étape de toxicité létale (CL50 compléte). Parmi les
différents paramétres biochimiques pouvant étre utilisés, la concentra-
tion cellulaire en nucléotides adénylates (AMP, ADP, ATP) constitue une
mesure représentative de l’activité métabolique générale. L’omniprésence
de ces métabolites dans les cellules vivantes et leur participation aux
processus anaboliques et cataboliques, en font un outil de choix pour la
détection d’un niveau altéré de vitalité (Blaise 1984; Karl 1980). Une
concentration d’ATP significativement différente par rapport a un témoin
(Environnement Canada 1989b) ou une modification dans les proportions des
nucléotides adénylates (Blaise 1984) déterminent 1’état de stress. Des
méthodes alternatives reflétent également la toxicité sublétale: mesures
sur les oxydases a fonctions mixtes (voir revue Payne 1984) ou sur les
métallothionéines (Karin 1985; Levy et al. 1983; Cherian et Goyer 1978),
mesures éthologiques sur les réactions d’évitement ou la capacité
natatoire (Hadjinicolaou 1983, Thellen 1983).

D) Physico-chimie et indice biologique

L’interprétation des résultats des tests biblogiques ne peut
qu’étre partielle, sans le support analytique de la chimie. Une analyse
sommaire des caractéristiques physico-chimiques de 1’échantillon (1.3)
permet, en premiére instance, 1l’évaluation de la toxicité primaire de
1’échantillon (i.e. les causes possibles 1les plus apparentes). Les
mesures de température, pH, chlore et solides (totaux, en suspension,
dissous) fournissent une appréciation rapide de la toxicité flagrante de
1’échantillon. Une valeur excessive (& la hausse ou & la baisse) d’un ou
plusieurs de ces paramétres, peut étre controlée par une dilution de
1’échantillon. On permet ainsi une évaluation plus fine de 1la
composition toxique de 1’échantillon sans en altérer 1la nature. Une
valeur de solides supérieure a 100 mg/L dans la fraction particulaire

peut, par exemple, conduire & un balayage des métaux (2.2), et/ou un test



de génotoxicité (2.9). Toute autre substance, cyanures (2.3) ou sulfures
(2.4), jugée pertinente sur la base d’informations du type de procédé
industriel ou d’observations sur 1le terrain, peut é&tre analysée. Par
ailleurs, il est possible que les effets toxiques observés demeurent
inexpliqués au terme des diverses analyses et bio-tests de la premiére
étape. Dans un tel cas, 1l’analyse chimique approfondie est doublement
justifiée et peut s’étendre au balayage organique (3.4) et/ou a d’autres

substances spécifiques (3.5).

En complément & ces analyses, l’activité biologique de
1’échantillon est mesurée (1l.4). La quantité d’ATP produite par
l’activité biotique de 1l’échantillon (Environnement Canada 1989b, 1985)
renseigne sur le potentiel de biodégradation. Outre 1l’information
générée, ces analyses orientent donc la démarche opérationnelle et

~ décisionnelle subséquente.

E) Toxicité organique et interaction algale

Les diverses analyses de cette section offrent une dimension
sublétale chronique (génotoxicité, bioaccumulation) et sublétale aigué
(inhibition de croissance) de la toxicité attribuable principalement aux
substances organiques dissoutes dans 1’échantillon. Ces analyses
s’appliquent concrétement aux secteurs industriels susceptibles de
rejeter d’importantes quantités de matiére organique (pites et papiers,
pétrochimie, raffineries, industries de 1l’alimentation, etc.). Depuis
les deux derniéres décades, plusieurs travaux ont démontré 1’importance
des polluants organiques comme source d’altération du matériel génétique
(Harwood et al. 1988; Schoeny et al. 1985; McCann et al. 1975). Le
potentiel mutagénique et cancérigéne de ces substances ne peut donc étre
négligé si 1l’on veut évaluer 1les conséquences a long terme d’une telle

agresssion.

Le potentiel toxique des substances organiques dissoutes est

évalué a partir d’une extraction de l’échantillon (1.5). La méthode



utilisée (EPA 1985) repose sur une extraction acide et basique au
chlorure de méthyléne. On assume que la méthode extrait essentiellement
les substances organiques. Il est possible de soumettre & cette
évaluation les fractions acide et basique de l’extrait pour une recherche
plus sélective. L’échantillon concentré (73000 fois) est utilisé pour
évaluer la génotdxicité de ces substances (1.8). Le SOS Chromotest
(Quillardet et al. 1982) détermine la capacité d’induction mutagénique de

- 1’extrait, sur une souche de 1la bactérie Escherichia coli, modifiée

génétiquement pour déterminer les dommages causés & 1’ADN chromosique.

Le méme concentré organique est utilisé pour un test d’inhibition

de croissance algale (Blaise 1986) avec Selenastrum capricornutum (1.6).

L’inhibition de croissance est testée & diverses concentrations de
1’extrait durant 24 heures. Au terme de l’expérience, un dénombrement
cellulaire au compteur électronique de particules permet de déterminer la
concentration sublétale requise pour tester l’interaction algues-toxicité
organique (1.7). Des études récentes ont démontré le rdéle prépondérant
des algues dans 1le devenir toxique des composantes chimiques d’un
effluent. L’objectif est d’identifier un phénoméne possible de
détoxification (Schoeny et al. 1985; WVarshawsky et al. 1983),
d’activation et de potentialisation (Harwood et al. 1988; Gentile et al.
1988), ou de bioaccumulation (Schoeny et al. 1985; Xrha et al. 1983) des
substances toxiques. Aprés 24 heures d’exposition, le pH et un
dénombrement cellulaire (1.9) permettent de vérifier la viabilité algale.
L’activité biologique (1.10) par les mesures d'ATP algales (Blaise 1984)
complémente cette information. Le milieu algal est alors soumis & une
centrifugation (1.11) ou filtration et la génotoxicité sur l’extrait du
surnageant (1.12) et du culot algal (1.13) est analysée via le SOS
Chromotest. Une réponse génotoxique significative de 1l’une ou l’autre de
ces fractions entraine la reprise du test d’interaction algale a
diverses concentrations de l’extrait organique, pour établir une courbe
dose-réponse (2.5). Les résultats doivent cependant étre interprétés
avec prudence. De nombreuses hypothéses peuvent en effet étre envisagées
pour expliquer les divers processus d’activation, de désactivation ou de
bioaccumulation génotoxique. L’identification et la quantification des

substances organiques (3.4) présentes dans le surnageant et le culot



permettent cependant de mieux cerner les phénoménes visés.

F) Caractérisation chimique, toxicité de 1la fraction dissoute et
potentiel de fertilité

=

L’ensemble de la procédure de cette section est orientée verSla
toxicité des substances dissoutes de 1l’échantillon et 1leur potentiel
d’eutrophisation. On y retrouve une dimension toxique sublétale
chronique et sublétale aigué, & deux niveaux trophiques (décomposeurs et
producteurs primaires). Les substances dissoutes constituent la fraction
biodisponible pour les organismes pélagiques. Elle concerne donc le
potentiel toxique de substances organiques et inorganiques directement
assimilables par les organismes, ainsi que 1l’enrichissement en éléments

nutritifs du milieu récepteur.

L’échantillon est filtré ou centrifugé (1.14) et 1le culot est
congelé & -20°C (1.15) pour analyses ultérieures si nécessaire (2.9, 3.4,
3.5). Certaines substances organiques non-solubles dans l’eau peuvent
étre agglomérées aux solides en suspension et donc se retrouver dans le
culot. Cette fraction pourrait étre notamment utilisée pour un dépistage
écotoxicologique sur les organismes benthiques, plus susceptibles d’étre
en contact avec les molécules chimiques précipitées dans les sédiments.
A partir du surnageant, une série d’analyses chimiques et biologiques
sont effectuées. La génotoxicité des substances dissoutes (1.16) mesure
1’impact toxique au niveau sublétal chronique. Ce seuil de toxiéité est
défini comme la résultante d’une exposition (courte ou prolongée) a une
substance ou 1l’organisme-test ou la biomasse exposée subit soit wune
accumulation de substance(s) toxique(s) et/ou une accumulation d’effets
nocifs, soit un effet nocif normalement irréversible (note de service

non-publiée, Environnement Canada).

Les mesures de conductivité (1.19), de carbone organique total et
de dureté (1.17), ainsi qu’un balayage des métaux (1.21) permettent

d’expliquer partiellement les résultats positifs ou négatifs des



bio-tests réalisés en paralléle (1.20). Une valeur élevée de carbone
organique total et/ou de dureté peut masquer la toxicité des substances
inorganiques par la formation de complexes chimiques (Environnement
Canada 1985). Les résultats des bio-tests sous-estiment alors 1la
toxicité potentielle'de ces substances. Tout autre paramétre pertinent,
selon la connaissance du type d’industrie, peut étre dosé dans une étape
ultérieure; exemple les phénols (2.6), 1’ammoniaque (2.8), etc. Les
bio-tests se situent au seuil de toxicité sublétale aigué. Le test
Microtox (Beckman Instruments 1982) mesure 1’inhibition de lumiére émise
par la bactérie Photobacterium phosphoreum. Le test algal avec

Selenastrum capricornutum et le test avec protozoaires, Colpidium

campylum Stokes (Dive et Leclerc 1977), mesurent 1’inhibition de
croissance de la population exposée. Dans les trois cas les résultats
sont exprimés sous forme de C150 (concentration de 1’échantillon v/v qui
réduit de 50% 1l’intensité lumineuse ou la croissance de la population

respectivement pour chacun des tests).

Le potentiel de fertilité (1.19) traduit l’enrichissement en
éléments nutritifs du milieu récepteur par les eaux de rejet. Le test
repose sur 1l’augmentation d’une biomasse algale pré-déterminée de

Selenastrum capricornutum, aprés 8 jours d’exposition aux eaux de

l’effluent. L’interférence due & la toxicité : (si existante) de
1’effluent est également considérée dans le design expérimental (Keighan
1977; Miller et al. 1974).

G) Bioaccumulation inorganique

Vu leur importance et leur position dans la hiérarchie trophique,
les producteurs primaires sont particuliérement susceptibles d’accumuler
un grand nombre de substances plus ou moins toxiques. En corollaire a
cette éventualité, les répercussions sur les niveaux supérieurs du réseau
trophique peuvent parfois étre considérables (Moriarty 1983; Bryan 1979;
Prosi 1979; Scura et Thielacker 1977; Reinert 1972). Cette accumulation

est fonction de trois facteurs principaux: la biomasse algale exposée,
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le temps d’exposition et la quantité de toxique dans le milieu
environnant. La démarche expérimentale est en cours de développement.
Un indice regroupant ces facteurs a été proposé (Bermingham, non-publié).
L’indice BTQ peut étre utilisé comme point de référence pour déterminer a
partir d’un pré-test algal lors de 1’étape préliminaire, les conditions
représentatives du milieu en termes de biomasse (B), temps d’exposition
(T) et quantité de toxique (Q), pour 1l’étape de bioaccumulation
inorganique (1.18). Le pré-test est construit selon un design de type
multi-factoriel wutilisant 3 concentrations algales, 3 dilutions de
1l’effluent et 2 temps d’exposition. Il permet d’évaluer 1’importance
relative de chacun des trois facteurs et teste également les interactions
possibles entre eux. Le dénombrement cellulaire de chaque traitement

constitue la variable mesurée.

L’indice BTQ est une projection spatio-temporelle de
l’accumulation potentielle d’un litre de rejet toxique. La courbe
théorique de 1’indice en fonction de la distance en aval du rejet atteint
un plateau aux environs de 30 (Bermingham et al. 1986). Cette valeur
théorique constitue le point de référence pour 1’étape de
bioaccumulation. Il s’agit essentiellement d’utiliser la combinaison des
trois facteurs (biomasse algale, temps d’exposition et quantité de
toxique) dont 1la valeur obtenue se rapproche le plus de la valeur
théorique, parmi 1l’ensemble des combinaisons fixées lors du pré-test. Au
terme de l’étape de bioaccumulation, la mesure du pH et le dénombrement
cellulaire (1.22) ainsi que l’indice biologique (1.23) permettent de
vérifier 1la viabilité algale dans les conditions expérimentales
déterminées par le pré-test. Le milieu algal est alors £filtré ou
centrifugé (1.24), et un balayage des métaux est réalisé sur le culot
algal (1.25). Les résultats exprimés sous forme de Facteur de
Bioaccumulation peuvent étre comparés a ceux obtenus directement sur

1’échantillon sans algues (1.21).

FB = pg de toxiques accumulés/g d’algues

pg de toxiques disponibles/ml

"



La bioaccumulation est considérée significative pour une valeur
de FB > 1000 (Ska et al. 1984). On détermine alors une dose-réponse
(2.7) en répétant le test avec 30 et 10% de la concentration initiale.

H) Biodégradation de 1l’échantillon

Selon les résultats de Carbone organique total de 1l’étape
préliminaire, un test de biodégradation compléte 1’information sur la
nature et la toxicité de 1l’échantillon (1.26). Ce test permet d’évaluer
1) 1la biodégradabilité des substances présentes dans 1l’effluent, 2) les
modifications de la toxicité de 1’effluent résultant de l’activité
microbiologique. Pour accélérer 1le processus de biodégradation, un
mélange bactérien standardisé (Environnement Canada 1989c) est ajouté a
1’échantillon. Aprés 5 jours, le pH (1.27) et 1’indice biologique (1.28)
sont mesurés. L’échantillon est £iltré ou centrifugé (1.29) et 1le
carbone organique total est mesuré sur le surnageant. Une diminution du
carbone organique total de l’ordre de 50% et plus indique une bonne
biodégradabilité de 1’échantillon. Toutefois, certains produits de
17activité microbiologique, tel 1l’ammoniaque (2.12), sont susceptibles de
produire une toxicité a posteriori. Il est souhaitable alors de vérifier
la persistance de toxicité dans 1l’échantillon, par les tests de génotoxi-
cité (2.10) et/ou les bio-tests (2.11). Finalement, les substances
toxiques pouvant passer de la colonne d’eau aux sédiments, un test de
génotoxicité est également réalisé & partir du culot (2.13). Il est a
noter que cette étape de biodégradation peut étre remplacée au besoin par
une expérimentation mieux appropriée au procédé industriel

(neutralisation, floculation, etc.).
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