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INTRODUCTION

e »l

La détérioration accélérée du milieu aquatique suite a ses divers usages.a
entrainé, durant les dernieres années, l'élaboration de bioessais permettant de
prédire ou de caractériser les effets (stimulateurs ou inhibiteurs) des.substances
déversées dans l'environnement. Dans ce contexte, le rdle capital des algues dans
les écosystémes aquatiques a grandement favorisé l'emploi de ces organismes

comme indicateurs bioclogiques de ces essalis.

En effet, constituant le premier maillon de la chaine alimentaire, ces
organismes sont considérés comme les piliers de I'organisation du biota aquatique,
En conséquence, si leur croissance est affectée, la biomasse des niveaux trophiques
supérieurs en subit les répercussions. De plus, les algueé sont reconnues depuis
longtemps comme des indicateurs sensibles a la qualité de leur milieu, que les

effets solent stimulateurs ou inhibiteurs de leurs activités,

La méthode analytique présentée utilise l'algue unicellulaire Selenastrum
capricornutum. L'essai permet de déterminer une ‘toxicité sub-aigu€ sur des
échantillons liquides. Le paramé&tre biologique évalué est la croissance. L'essai
consiste a soumetire une population d'algues en phase exponentielle de croissance a
plusieurs dilutions de l'échantillon et de mesurer l'effet inhibiteur sur la croissance

par comparaison du changement de la densité cellulaire avec un témoin.

La sensibilité de cette algue 3 plusieurs agents a été grandement
documentée. Cette algue est favorisée a cause de sa facilité de culture et la
reproductibilité de sa réponse. Finalement, ce bioessai est simple, rapide, peu
coliteux et sa sensibilité se compare avantageusement a celle d'autres bioessals

reconnus.
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1. DOMAINE D'APPLICATION

..m»l

L'essai d'inhibition de la croissance de l'algue Selenastrum capricornutuni-est
applicable pour déterminer la toxicité contenue dans les eaux usées industrielles,
domestiques ou agricoles, les produits chimiques purs ou commerciaux, les eaux de

surface, les eaux de lixiviation, ou tout autre solution aqueuse.

2. PRINCIPE

Ce test de toxicité - consiste a déterminer linhibition de l'activité
reproductrice de l'algue verte unicellulaire Selenastrum capricornutum Printz.
L'essal consiste a effectuer en triplicata plusieurs dilutions d'un échantillon
préalablement enrichi d'une quantité connue d'éléments nutritifs, Cet ajout, tout
de méme minimisé, permet d'éviter une baisse de croissance due a une carence en
éléments nutritifs. Ainsi, aprés 96 heures d'exposition, le changement de la densité
cellulaire comparé a celle d'un' témoin est interprété comme une inhibition de la
croissance par l'activité toxigue des coenstituants de l'échantillon,

L'inhibition de la croissance est réalisée par numération cellulaire a l'aide
d'un compteur électronique de particules ou autres. L'algue Selenastrum
capricornutumn est facilement dénombrée et se préte bien a ce genre d'analyses
pour plusieurs raisons tel que son immobilité, elle n'a pas tendance 3 s'agglomérer

et elle n'a pas de grands changements morphologiques durant son cycle de vie.

.3
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FIABILITE

.p‘nlvi'

3.1 Interférence A
La présence de particules dans I'échantillon ou de débris cellulaires peut

interférer avec le dénombrement cellulaire lorsque réalisé avec un compteur

électronique de particules.

3,2  Variabilité du test

La variation de l'essai est due a l'inoculum ou a l'état physiologique de
la culture au moment de l'inoculation ou encore aux variations du milieu de
culture. L'étude réalisée par Thellen et al. (sous presse).indique une
variation de la croissance des témoins de #4,8% a 16,2% pour des essais
réalisés par six techniciens différents dans trois laboratoires différents

(moyenne de 8,7% de variatlon pour un n de 204).

Blaise et al. {1986) rapportent également une variation de 1,2% a 18,7%

dans les croissances des témoins obtenues & partir de 23 essais difiérents.

3,3 Limite de gquantification

Les limites de quantification sont de . 16% et de 84% d'inhibition et un
minimum de trois (3) points, & l'intérieur de cette zone, servant a tracer la

droite de toxicité pour l'obtention de la valeur de la CI50.

3.4 Fidélite

3.4.1 Replicabilité
Aucune donnée statistique n'est disponible..
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4.3 Délais

wpaiwl

Tous les échantillons doivent parvenir au laboratoire dans les 24 heures

sulvant le prélevement. Le délai analytique est de 48 heures.

4.4 Préparation de l'échantiilon

L'échantillon est filtré 3 0,45 um avant l'utilisation pour l'essai afin

d'éliminer les algues et les bactéries de I'échantillon. La filtration par

.pression est la plus appropriée. Le pH de I'échantillon peut &tre ajusté entre

7 et &.

REACTIFS, MATERIEL ET APPAREILLAGE
5.1 Reéactifs

Les produits chimiques utilisés sont de grade ordinaire ("Reagent
grade"). L'eau recommandée est une eau distillée (par exemple, une eau

Millipore Super Q, stérilisée a 121°C et une pression de 1,1 kg-cm=2),

5.1.1 Milieu de culture

5.1.1.1 Solution de macroéléments
Solution Composé : ) Concentration
. (g-L-1)
1 NaNO- . 25,5
2 MgCly+6H50 . 10,0
3 CéClz-szo 4,41
4 MgS0Oy-7H,0 14,7
5 KoHPOy , 1,044
6

NaHCO3 o 15,0
b
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5.1.1,2 Solution de microélément (solution 7)
'5%‘,
H3BO3 185,52 mg L-1 2
MnCly-4#H20 415,61 mg L-1
ZnCly | 00,3271 mg L-1
CoCly+6Hp0 .- 1,428 mg L-1
CuCly:2H50 0,012 mg L1
NayMoOy2H,0 7,26 mg L~1
FeCls-6H0 160,0 mg L-1
NayEDTA-2H,0  300,0 mg L-1

(sodium éthylénediaminetétraacétate)
5.1.1.3 Milieu de culture de soutien (1 X AAM)

Les six solutions de macroéléments (section 5.1.1.1) et la solution
de microéléments (section 5.1.1.2) sont tous I 000 fois concentrées. Le
milieu de culture se prépare en ajoutant un (1) mL de chacune des
solutions a 900 mL d'eau, dans l'ordre suivant 1, 2, 3, 7, 4, 5, 6. Le
volume est complété a un (1) litre. Le pH final est ajusté & 7,5 0,1
avec du 0,1 N NaOH ou du HC). Le milieu est filtré sous une pression
de 0,5 atmbsphére sur une membrane de 0,45 um. Le milieu est

conservé a 4°C,
5.0L.1.4 Milieu de culture enrichi (13,5 X AAM)

Comme dans la section 5.1.1.3, le milieu de culture enrichi de
13,5 X se prépare en additionnant 13,75 mL de chacune des sept
solutions préparées aux sections. 5.1.1.1 et 5.1.1.2 & un volume
approximatif de 800 mL. Le volume est complété.a un (1) litre. Le pH
est ajusté et le milieu filtré sous pression a 0,45 um. Cette solution

sert d'ajout nutritif durant l'essai sur microplaque.
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5.1.2 Diluant isotonique pour le compte cellulaire avec le compteur de

Qar"cicules ES

-,
s’

Lors de l'utilisation d'un compteur électronique de particules, une
solution isotonique. est utilisée. pour diluer la masse algale. Cette

solution est achetée commercialement et se compose comme suit:

NaCl 0,15  moleL-l
KCl 3,0 mmole-L-!
Tampon phosphate . 15 mmole-L-1
(pH = 7,5) '

5.2 Organismes biologiques

L'algue unicellulaire Selenastrum capricornutum (American Type
Culture Collection No. 22662) est utilisée comme réactif biologique pour la
réalisation de ce bioessai. Les algues peuvent étre conservées dans un milieu
AAM'.(AlgaI Assay Medium) gélosé ou dans un milieu AAM liquide.

5.3 Matériel

- Microplague stérile avec couvert et 96 puits en forme de "U"
- Pipettes a canaux multiples de 20 et 200 uL

- Pointes de pipette stérile de 20 et 200 uL

- Réservoirs de prélevement stérile pour pipette

- Eprouvette de verre stérile et disposable (16 X 160 mm)

- Tubes a centrifuger stérile et disposable (15 mL de capacité)
- Sacs de plastique transparent (16,5 X 20 cm) |

- Accuvettes pour compte cellulaire

- Pétri standard

- Membranes de filtration de 0,45 umn de porosité,
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5.4 Appareillage

.
apret

- Compteur électronique de particulés muni d'une cellule de 70 um =
- Incubateur (24 £ 2°C)

- Réfrigérateur

- Microscope optique

- Centrifugeuse {capacité de 2000 g)

- Systéme de filtration sous pression

- Autoclave a cycle humide

- Balance analytique.

MAINTIEN DE LA CULTURE

6.1 Culturé en milieu liquide

Le repiquage hebdomadaire de la culture algale est essentiel au
maintien d'une culture saine. Pour se faire, 1 & 2 mL de culture est transféré
aseptiquement dans le milieu de culture de soutien 1 X AAM préparé selon la
section 5.1.1.3. La taille du contenant n'est pas critique mais le rapport du
volume.de solution sur le volume du contenant peut &tre la cause d'une

limitation en CO». Un rapport de 20 pourcent est recommandé,

Les cultures sont conservées dans une unité d'incubation possédant les

caractéristiques suivantes:

Température: 24 2°C ‘
Ilumination: 95 yE-m=2-5-1 en continu .
Agitation: -Manuelle, deux fois par jour ou avec un agitateur

rotatif capable de fournir un mouvement orbital de

100 rpm.
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6.2 Culture en miliey solide .

=y
’ . i
Pour assurer la purete de la culture, les cultures peuvent &tre isolées

sur du milieu 1 X AAM solidifié avec 1% agar. Les cellules algales ‘;c;nt
strides du milieu liquide au milieu solide. Les pétris sont incubés & I'envers
jusqu'a apparition des Colonies {environ deux semaines). Une colonie isolée
est, par la suite, repiquée aseptiquement dans un milieu de culture 1 X AAM
stérile. ' Quand une croissance suffisante est observée dans le milieu liquide,
des milieux solides inclinés de 1 X AAM et 1% agar sont inoculés. Lorsqu'il y
a croissance sur ces milieux, le tout est conservé a 4°C dans lobscurité.
Chaque mois, les cultures en milieu liquide sont réparties a partir des

cultures algales sur milieux solides inclinés.

PROTOCOLE ANALYTIQUE .

Un exemple numérique du protocole analytique est présenté a I'annexe 1.

7.1 Préparation des dilutions de I'échantillon

Les dilutions peuvent &tre réalisées en série (eg. 100, 50, 25,...) ou par
progression logarithmique (eg. 100, 56, 32, 18,...) ou & partir de proportions
différentes (eg. 1, 1:2, 1:3, l:4,...). Le nombre minimum de replicats par
dilution est de trois, mais il est fortement recommendé d'en faire plus. L'eau
de dilution utilisée est une eau déionisée stérile. Chaque dilution de
I'échantillon doit avoir un volume minimum approximatif de 3 mL si les
pipettes a pointes multiples sont utilisées pour distribuer I'4chantillon dans la
microplaque a l'essal, ou un volume minimum approximétif d'un (1) mL par

dilution si une pipette & pointe unique est utilisée.

...10
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7.2 Préparation de l'inoculum

bt

L'inoculum d'algues est préparé en centrifugeant approximativemént 15
mL d'une culture agée de 5 a 7 jours (phase exponentielle de croissance) a
2 000 g pour 15 minutes. Aprés élimination du surnageant, le culot d'algues
est resuspendu dans 5 a 10 mL d'une solution d'eau distillée stérile,
tamponnée avec 15 mg-L-1 de NaHCO3. Répétez cette procédure deux (2)
aﬁtres fois, La concentration cellulaire est déterminée en utilisant un

compteur électronique de particules ou par hémacymeétre,
Le concentré d'algues est dilué avec la solution de NaHCO3 (15 mg-L-1)

de telle fagon que l'introduction de 10 uL de l'inoculum dans chaque puits de

'la microplaque donne une concentration cellulaire de 20 000 celluless-mL-1,

- 7.3 Préparation de l'essai sur microplaque

- Transférer 200 ul de chacune des dilutions dans les puits appropriés de
Ja microplaque. La disposition des échantillons dans la microplaque est

dépendante du nombre de dilutions utilisées et du nombre de replicat,

- Transférer 200 ul d'eau de dilution dans les puits appropriés de la

microplaque. Ces puits serviront de témoins,
- Combiner en proportion égale I'inoculum d'algues et le milieu de culture
‘enrichi (13,75 X AAM). Ajouter 20 uL de ce mélange a chaque puits de

la microplague.

- Placer la microplaque dans un sac transparent, sceller pour éviter

"évaporation et incuber pour 96 heures.

o1l
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7.4  Fin de l'essai de toxicité )

3

: H

f Aprés lincubation, le contenu de chaque puits est resuspendu €t la
croissance des algues est estimée par compte cellulaire, La densité cellulaire

peut &tre déterminée par compteur‘ électronique de particules ou par

hémacymetre.

Dans le premier cas, le compteur électronique de particules est calibré
selon le manuel de l'utilisateur de l'appareil. Péur chaque dilution de
| I'"échantillon ou chaque témoin et pour chaque replicat, le contenu de chaque
< puits est homogénéisé, puis 100 uL sont prélevés et dilués dans 9,9 mL de
dxluant isotonique. Les algues sont dénombrées et les résultats sont rapportés

sur une feuille de laboratoire telle qu'illustrée 3 I'annexe 2.
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CALCUL ET EXPRESSION DES RESULTATS

aqhivt

8.1 Deétermination des pourcentages d'inhibition (% I) A

A partir des quantités de cellules par mL, procéder i la détermination

du pourcentage d'inhibition de croissance, par la relation suivante:

%l = Cy - Cq X 100
Ct
oz Cy ¢ Compte cellulaire des témoins exprimé en cellules/mL
Cq : Compte cellulaire pour une dilution donnée exprimé en

cellules/mL
% 1 : Pourcentage d'inhibition.

8.2 Détermination de la Clsq

La concentration inhibant 50% des algues par rapport au témoin (Clsg)
peut &tre estimée par la relation logarithmique des concentrations vs les
pourcentages d'inhibition. Habituellement, une droite de ré;gression est
déterminée a partir de la portion linéaire comprise entre 16 et 84% bien que
ces limites peuvent &tre excédées. Il est souvent souhaitable de visualliser la

distribution des données en tragant la droite sur papier Probit.

L'intervalle de confiance a 95% de probabilité est déterminée par calcul

selon les équations usuelles pour une droite de régression linéaire,
La valeur de Clsg peut &tre calculée statistiquement a partir de la

droite de régression ou rapportée entre deux (2) concentrations (exemple,

20% v/v <« Clsg « 50% v/v, valeur estimée).

13
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EXEMPLE NUMERIQUE POUR LA PREPARATION D'UN ESSAI D'ALGUES SUR MICROPLAQUE
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EXEMPLE NUMERIQUE POUR LA PREPARATION D'UN ESSAI D'ALGUES SUR MICROPLAQUE

1)

ANNEXE 1

i

s

Préparation des dilutions de I'échantiilon

L'échantillon filtré est dilué en utilisant deux ensembles de dilution en série,

juxtaposés l'un a l'autre:

a)

b)l

c) .

d)

e)

1)

g)

Introduire 5 mL d'eau de dilution dans chacune des éprouvettes numérotées de
1alo. ' _
Préparer une dilution de 75% v/v de l'échantillon en mélangeant 2,5 mL d'eau

de dilution avec 7,5 mL de l'4chantillon et homogénéiser.

Ajouter 5 mL de l'échantillon non-dilué ou de la premiére concentration a

I'essai dans I'éprouvette numéro 1 et homogénéiser.

Prélever 5 mlL de l'éprouvette numéro 1 et ajouter a I'éprouvette numéro 2.
Homogénéiser et répéter cette opération de 'éprouvette 22 3,3 a4 et 4 a 5,
Ajouter 5 mL de I"échantillon dilué a 75% v/v dans I'éprouvette numéro 6 et

homogénéiser.

. Prélever 5 mL de I'éprouvette numéro 6 et ajouter a |'éprouvette numéro 7.

Homogénéiser et répéter cette opération de l'éprouvette 73 8, 83 9 et 9 2
10.

Les étapes précédentes permettent donc la préparation des dilutions
suivantes:

Numéro d'éprouvette  Dilution (% v/v)

- 100
75 -
- 50 .
37,5
25
18,75
12,5
9,375
6,25
1,69
3,125
2,343

y—

GALL2
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h) 200 ul de chacune des dilutions sont introduites dans la microplaque téi
qu'illustré 3 la figure 1. Dans cet exemple, six (6) puits sont utilisés pour

chaque dilution et le témoin occupe 24 puits dans les deux derniéres rangees

2. Préparation de l'inoculum

La densité cellulaire du concentré d'algues préparé tel que décrit & la section
7.2 est estimée a 8,8 millions de cellules par mL. Par simple régle de 3, si nous °
voulons que chaque puits ait une concentration d'algues de 20 000 cellulessmL-1 et

que linoculum soit ensemencé par un volume total de 10 uL, nous savons que

noculum doit avoir:

Ci = Cp * Vr. = 20000c'mLTl * 220 uL = 440 000c-mL-1
VE 10 uL
our Cy = Concentration cellulaire de V'inoculum (cellule-mL-1)
Cp = Concentration cellulaire désirée dans chaque puits
(20 000 cellulesmL-1)
VT .= Volume total de chaque puits (220 uL) _
Vg = Volume d'ensemencement pour llintroduction des algues dans

chaque puits (10 ul)

Ainsi, un concentré cellulaire de 8,8 millions de cellules par mL exige une
dilution de ! mL du concentré dans 19 mL d'une solution de NaHCO3 (15mg-L-1)
(volume final de 20 mL) pour obtenir un contenu cellulaire de 440 000 cellules par
mL. A cette dilution, est ajoutée 20 mL de milieu de culture enrichi (13,75 X) pour -
un volume final de 40 mL. De cette solution.,.ZO uL est transférée dans chaque

puits. Le tout est scellé et incubé pour 96 heures. “
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ANNEXE 2

FEUILLE DE TRAVAIL



TEST DE TOXICITE AVEC ALGUES

e

ECHANTILLON l ALGUES OATE, réception:
MANIPULATION : CLTRE ¢ , analyse
O ILUTION I NOGULAT 1ON: PROJET :
8.Fs (Ech) MILIEY TEST @

PAR:

5 6 10 1L 12
X
B
)

C
D
E
l?
a
H |

REMARQUES:




