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R É S U M É 

Cette é tude consiste à évaluer le biotransfert du tr ibutylétain (TBT) par le filtreur bivalve 

Mya arenaria, à partir d 'une culture semi-cont inue de la d ia tomée Phaeodactylum tricornutum 

exposée à un niveau de contaminat ion n'arrêtant pas sa croissance à long terme. La dose d u 

contaminant employée (100 ng M) est de l 'ordre de grandeur de celles décelées dans certaines 

régions contaminées, tel les les marinas et les régions portuaires. Dans ces condi t ions, la culture 

de R tricornutum a maintenu son équi l ibre de cro issance durant plus de 50 jours. Sa product iv i té 

était légèrement inférieure (de 4 %) à celle de la culture témoin (sans contaminant) . L' ingestion 

des d ia tomées contaminées, sur une pér iode de 90 jours, a entraîné une b ioaccumulat ion de TBT 

et DBT (dibutylétain) dans la chair du mol lusque, at teignant des concentrat ions respectives d e 

133 et 128 ng g- 1 (poids humide). L'étude suggère que le biotransfert du TBT et d u DBT associés 

à des micro-algues en croissance cont inue ou semi-cont inue pourrait const i tuer un facteur d e 

bioampl i f icat ion important du b ioc ide en mil ieu naturel. 

Mots -c lés : t r ibuty léta in, d ia tomée mar ine, Phaeodactylum tricornutum, b iotransfert , 

mollusques bivalves. 

L O N G - T E R M G R O W T H O F T H E M A R I N E PHAEODACTYLUM TRICORNUTUM 
E X P O S E D T O T R I B U T Y L T I N C H L O R I D E : C O N S E Q U E N C E O N B I O T R A N S F E R 

O F T H E P O L L U T A N T . 

ABSTRACT 

The aim of this study was to examine the uptake and the accumulation of tributyltin (TBT) by 

the filter-feeding bivalve Mya arenaria, f rom a semi-continuous culture of Phaeodactylum tricornutum 

contaminated wi th TBT at a concentrat ion which d id not s top its long-term growth. B y using 

contamination level commonly found in natural polluted areas (100 ng TBT M), a long term growth 

was achieved by the algal culture, wi th a productivi té reduced by only 4 % . The accumulat ion 
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of T B T and DBT (dibutyltin) by the bivalve occurred during the ingestion of microalgae and 

increased cont inuously dur ing the 90-days exposure per iod. The total body concentrat ions of 

T B T a n d D B T c o m p o u n d s r e a c h e d , a t t h e e n d of t h e e x p e r i m e n t , 1 3 3 a n d 

128 ng g - 1 (wet mass) respectively. The biotransfer of organotins associated wi th cont inuous 

g row ing microalgae in an open System (continuous or semi-cont inuous culture) is an important 

fac tor to be cons idered in the risk assessment of the biocide in the natural environment. 

Key-words : t r ibutyl t in, marine diatom, Phaeodactylum tricornutum, biotransfer, bivalve 

mo l luscs . 

I N T R O D U C T I O N 

Les c o m p o s é s organiques de l 'étain tels les trialkyles (tributylétain et tr iphénylétain) sont 

ut i l isés c o m m e agents b ioc ides dans les peintures anti-salissures de bateaux, d 'engins de pêche 

et dans la prat ique agr icole (EVANS et SMITH, 1975). Malgré les restrictions nationales limitant 

leur emp lo i pour les bateaux de moins de 25 m, les niveaux de contaminat ion retrouvés dans les 

zones portuai res atteignent parfois de 100 à 800 ng M (ALZIEU et al., 1991). L'étude des effets 

noc i fs des organoéta ins sur le phytop lancton mérite une attent ion particulière puisque ces micro­

o rgan ismes const i tuent le premier mai l lon de la chaîne t rophique et leur ingest ion par les 

o rgan ismes consommateurs peut occasionner une bioampli f icat ion du polluant dans le milieu 

aqua t ique (LAUGHLIN et al., 1986). L'effet nocif de ces composés sur la reproduct ion des micro­

a lgues se révèle, en cul ture conf inée, à des concentrat ions variant entre 100 et 500 ng M (WONG 

ef al., 1982 ; WALSH et al., 1985 ; LIYING ef al., 1990 ; HUANG ef al., 1993). Les d iatomées 

mar ines sont part icul ièrement sensibles aux b ioc ides. Ainsi, la croissance de Skeletonema 

costatum est affectée par des concentrat ions aussi faibles que 100 ng H (BËAUMONT et 

N E W M A N , 1986). Les études récentes de SAINT-LOUIS ef al. (1994) et MARSOT ef al. (1995) 

démon t ren t que les micro-a lgues sont plus tolérantes envers ce produit en mil ieu ouvert (culture 

cont inue) . De plus, les micro-a lgues peuvent maintenir une croissance en état d'équi l ibre dans 

un mi l ieu modérément contaminé (< 8 ug M) par le tr ibutyl ou le tr iphénylétain. Dans la mesure 

où la cul ture cont inue reflète davantage le milieu naturel (RHEE, 1980), la croissance persistante 

de mic ro-a lgues contaminées const i tue un fait nouveau qui évoque la possibi l i té d 'un biotransfert 

impor tan t d u pol luant à travers la chaîne alimentaire marine. Ceci vise plus part icul ièrement les 

o rgan ismes fi l treurs p lanctoniques qui sélectionnent le matériel particulaire vivant (POULET et 

MARSOT, 1978 ; NEWELL et JORDAN, 1983), et les espèces benth iques qui concentrent 

p lusieurs mil l iers de fois l 'organoétain sous sa forme tox ique (WALDOCK et THAIN, 1983 ; 

Z U O L I A N et JENSEN, 1989 ; HIGASHIYAMA ef al., 1991). 

Les é t u d e s d e b io t rans fe r t en laborato i re sur des mo l l usques b iva lves mon t ren t 

e f fect ivement que la phase particulaire (micro-algues) const i tue une voie de contaminat ion plus 

impor tan te que la phase aqueuse (LAUGHLIN ef al., 1986). Ces essais, qui compor ten t l 'emploi 

de mic ro-a lgues en cro issance d iscont inue (culture confinée) ou exposées sur un court laps de 

t e m p s à d e for tes doses d 'organoétains, s'éloignent toutefois de la réalité. Le présent travail vise 

à démont re r le transfert et la bioaccumulat ion d u tr ibutylétain chez un mol lusque à partir de 

d ia tomées en cro issance cont inue soumises à un faible niveau de contaminat ion. De plus, notre 

é tude cherche à répondre à deux quest ions : premièrement, un niveau de contaminat ion au TBT, 

de l 'ordre de celui observé in situ dans les zones contaminées, peut-i l affecter la croissance 

con t i nue d ' u n e d ia tomée p lanc ton ique ? Deux ièmement , es t -ce que cet te p roduc t ion de 

d ia tomées contaminées peut entraîner un biotransfert et une bioaccumulat ion percept ib les du 

con taminan t chez un consommateur herbivore ? 

MATÉRIEL ET M É T H O D E S 

Le mol lusque Mya arenaria fut récolté dans une région très peu contaminée de l'estuaire 

d u Sa in t -Lau ren t (Québec) : les Iles du Bic, s i tuées en amont , à env i ron 40 km du lieu 

d 'expér imenta t ion (laboratoire aquicole de la Pointe-au-Père, INRS-Océanologie). Les animaux 
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ont été transférés dans des cages à tamis et enfouis sous 5 c m d e sable. Les cages furent 

immergées dans un bassin d 'une capac i té de 3 500 litres, recevant un appor t constant d'eau de 

mer fi l trée sur sable au débit de 1 4401 j - 1 . La salinité de l'eau de mer s'est maintenue en moyenne 

à 27 % o et sa température, dans le bassin, était d e 12° C. Une durée d 'acc l imatat ion des animaux 

de 2 semaines précédai t le début de l 'expér ience. La diète algale était const i tuée de la d iatomée 

Phaeodactylum tricornutum. L 'abondance de cet te d ia tomée dans notre région estuarienne 

(SINCLAIR, 1978) et la facil i té de digest ion de ce microorganisme par Mya arenaria (SHUMWAY 

et al., 1985) ont justi f ié le choix de cet te espèce. La d ia tomée croissait en cul tures semi-cont inues 

de 20 I, sur mil ieu enrichi (f/2, de GUILLARD et RYTHER, 1962), au taux de di lut ion de 0,1 j - 1 . Les 

cul tures étaient exposées à une température de 16° C et à un éclairement de 300 uE m- 2 s- 1 , 

assuré par des f luorescents « cool wh i te », sur une photopér iode de 16h/24h. Le biotransfert du 

TBT a été observé sur des mol lusques nourr is durant 90 jours d 'une cul ture semi -cont inue de la 

d ia tomée contaminée avec 100 ng de TBT h 1 (milieu nourricier). La récolte (2 I j - 1 ) , représentant 

en moyenne 30,7 x 1 0 9 cellules j 1 , était administ rée aux mol lusques. Le vo lume de cul ture ainsi 

prélevé était remplacé par d u mil ieu frais contaminé par-le TBT (100 ng M). Une culture témoin 

de P. tricornutum, soumise aux mêmes cond i t ions d e croissance mais sans contaminant , servait 

à évaluer l ' impact du TBT sur la product iv i té des algues. De plus, sa récolte (2 I j - 1 ) const i tuai t 

une diète algàlènTôTTcontaminée pour des animaux témoins. Une prol i férat ion bactér ienne dans 

les cul tures de diatomées, survenant après 52 jours d 'opérat ion, nécessita le réensemencement 

de nouvelles cultures. 

L'extraction des organoétains (tributyl et dibutylétain) de la chair des mol lusques et leur 

analyse par chromatograph ie en phase gazeuse (CG-SM) ont été réalisées selon le protocole de 

ASHBY et CRAIG (1991), modi f ié par MERCIER ef al. (1994). Chaque échant i l lon comporta i t un 

homogénat de 5 individus. Les homogénats ont été réalisés à l'aide d 'un homogénéisateurVi r t is 

et complé tés par une sonif icat ion dans le solvant hexane contenant 0,1 % (poids/volume) de 

t ropolone. Le tr ipentyl (100 ul/1,5 g d 'homogénat ) servait de s tandard interne. L'hydrogénation 

était ef fectuée par l 'addit ion de N a B H 4 ( 4 % poids/vo lume). La fract ion organique fut purif iée sur 

une car touche de gel de silice, en uti l isant l 'hexane c o m m e agent d 'é lut ion. L'échanti l lon fu t réduit 

par évaporat ion à un vo lume final de 0,1 ml , avant son inject ion dans le chromatographe. Les 

analyses ont été faites en double, et la variat ion analyt ique des répl icats était de 10,5 % pour le 

TBT et de 11,6 % pour le DBT. 

RÉSULTATS 

Les résul tats présentés dans le tab leau I montrent que la cul ture semi -cont inue de 

P. tricornutum est très peu affectée par la présence,du TBT à la concentrat ion de 100 ng M. La 

densité cellulaire de la culture contaminée est demeurée relativement constante tout au long de la 

période de 52 jours, à 15,4 x 1 0 9 cellules M ± 2,28. Toutefois, un test statist ique « f student » révèle 

une légère différence significative entre les productivi tés en cellules et en poids sec des cultures 

témoin et contaminée. Cette différence s'est avérée significative au niveau de probabil i té P < 0,05. 

Tableau I : Cro issance et productivi té de cultures semi -cont inues de Phaeodactylum tricornutum, 

non contaminée (témoin) e t c o n t a m i n é e au T B T (100 ng M ) , sur une pér iode de 5 2 jours. 

(Valeurs ± écar t type de la moyenne , n = 17). 

Table I : G r o w t h . a n d productivité of control a n d con tamina ted (100 n g h 1 TBT) semi-cont inuous 

cultures of the d ia tom Phaeodactylum tricornutum, over a 52 -dàys per iod . (Means of 

17 ± s tandard déviat ion). 

Culture Taux.de di lut ion Densité cellulaire Product iv i té 

(i-1) (10 9 cell.l- 1) (109 cel l . l - 1 .j-1) (g m.s.M.j- 1) 

Témoin 0,1 16,0 ± 1,98 1,60 ± 0 , 1 9 0,024 ± 0 , 0 0 2 5 

Contaminée 

TBT(100ng.|- 1) 0,1 15,4 ± 2 , 2 8 1,54 + 0,23 0,023 ± 0,0030 
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L'analyse des organoétains en chromatographie montre une accumulat ion progressive du 

t r i bu t y l é ta in et du d ibu ty lé ta in dans la chair des mo l lusques , au cours des 90 jou rs de 

con tamina t ion par la d ia tomée (fig. 1). Le dibutylétain, une forme dégradée du TBT ayant perdu 

un g r o u p e m e n t buty le , est présent à des concen t ra t ions parfo is supér ieures au TBT. La 

b ioaccumu la t i on est part icul ièrement évidente après 90 jours de traitement : les teneurs non 

dé tec tab les en TBT et DBT (< 2,5 ng g- 1 poids humide) enregistrées au temps 0 atteignent 

respec t ivement , à la fin de la pér iode d'essai, 133 et 128 ng g 1 . 

Figure 1 : B ioaccumulat ion d u tr ibutylétain (TBT) et du dibutylétain (DBT) par le bivalve Mya arenaria 

nourr i , sur une pér iode de 9 0 jours, d e la d ia tomée Phaeodactylum tricornutum. • , 0 : 

an imaux nourris, d e d ia tomées contaminées avec 100 ng de TBT I"1 (milieu nourricier de 

la culture semi-cont inue) . A , A : animaux témoins nourris de d ia tomées non contaminées . 

Figure 1 : Accumula t ion of tributyltin (TBT) and dibutylt in (DBT) by the bivalve Mya arenaria f ed , over 

a 90 -days per iod, on the d ia tom Phaeodactylum tricornutum. %,C) : animais f ed wi th 

con tamina ted d ia toms i.e. exposed to 100 ng h 1 TBT in semi-cont inuous culture. A , A : 

animais f ed wi th non-contaminated d ia toms. 

Par ail leurs, les mol lusques témoins exposés à la même eau de mer du laboratoire mais 

recevant une diète algale non contaminée ont tout de même accumulé 45 et 34 ng g - 1 (poids 

humide) d e T B T et DBT, respec t i vement (fig. 1). Tenant c o m p t e du t rès faible degré de 

con tamina t ion des animaux au temps 0, cette donnée suggère un appor t non négl igeable 

d 'o rganoéta ins via le sys tème d 'amenée d'eau de mer du laboratoire. Toutefois, les analyses 

ef fectuées sur l'eau de mer et sur le mil ieu extracellulaire des cultures de P. tricornutum n'ont 

révélé aucune teneur détectab le en organoétains (< 1 ng M). 
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DISCUSSION 

L'ensemble de ces résultats démont re la capaci té de reproduct ion à long terme des 

d iatomées dans un mil ieu contaminé par le TBT et nous amène à conc lure que cette activité 

algale pourrait const i tuer une voie de dispersion cont inue des organoétains au niveau de la chaîne 

t rqphique. La dispari t ion d u TBT du mil ieu extracellulaire de la cul ture contaminée témo igne d'une 

prise en charge cellulaire du contaminant par adsorpt ion ou absorp t ion , et détermine son 

associat ion au matériel particulaire. Ce processus de décontaminat ion de la phase aqueuse par 

b ioaccumulat ion cellulaire a aussi été observé en culture cont inue de faible densi té cellulaire, 

util isant une eau de mer non enrichie (MARSOT ef al., 1995) ; ce qui nous permet d'inférer les 

résultats aux condi t ions du mil ieu naturel. Cet te « biodispersion cont inue »> du contaminant 

pourrait affecter plus spéci f iquement les mol lusques bivalves dont les activi tés sélect ives, basées 

sur des critères de taille et de qual i té nutr i t ionnel le, leur permettent de d iscerner une micro-algue 

d 'une part icule inerte (LOOSANOFR 1949 ; JORGENSEN, 1975 ; HYLLEBERG et GALLUCCI, 

1975). D'autres études soul ignent des facteurs de b ioconcentrat ion é levés.du TBT chez des 

mou les exposées à un mi l ieu na tu re l c o n t a m i n é (ZUOLIAN et J E N S E N , 1989), e t plus 

part icul ièrement lorsque le b ioc ide est associé au phytop lancton (LAUGHLIN ef al., 1986), La 

propagat ion du TBT par les micro-a lgues en croissance vise aussi les f i l treurs planctoniques 

(copépodes, larves véligères) qu i , non seulement discernent les cellules vivantes lors de leur 

capture (POULET et MARSOT, 1978 ; LE PENNEC et RANGEL-DAVALOS, 1985), mais les 

repèrent à d istance et s 'en approchent par ch imiot ropotact isme (POULET et MARSOT, 1980). 

La forte accumulat ion d 'organoétains observée chez Mya arenaria (fig. 1) supporte les 

observat ions faites in situ dans les sites contaminés où l'on détecte, chez cet te espèce, des 

concentrat ions plus élevées en organoétains (KURE et DEPLEDGE, 1994). M. arenaria peut, en 

effet, concentrer plus de 200 000 fois le TBT dissous, probablement à cause de son inapti tude 

à métabol iser et à éliminer ef f icacement cet te substance (LANGSTON ef al., 1987 ; KURE et 

DEPLEDGE, 1994). Ces résultats suggèrent donc que les teneurs élevées de DBT, retrouvées 

dans la chair des mol lusques (fig. 1), proviendraient des cultures de P. tricornutum dont la capaci té 

de biodégradat ion du TBT en DBT a été démontrée récemment (MOUHRI ef al., 1995). Cette 

propr iété de dégrader le TBT en une molécule mo ins tox ique, le DBT, existe éga lement chez 

d 'autres micro-algues d 'eau douce (MAGUIRE ef al., 1984) et marines (LEE ef al., 1989 ; SAINT-

LOUIS ef al., 1994), et contr ibuerait à la détox icat ion partielle du produi t en mil ieu aquat ique. Une 

partie du DBT proviendrait également de l'eau de mer du laboratoire, pu isque ce composé est 

retrouvé chez les individus témoins. L 'accumulat ion d 'organoétains chez les individus témoins 

évoluant dans un mil ieu apparemment exempt du pol luant (fig. 1), conf i rme le choix d e Mya 

arenaria c o m m e bioindicateur eff icace d e pol lut ion par le TBT (KURE et DEPLEDGE, 1994). En 

effet, la b ioconcentrat ion d 'organoétains par ce bivalve permet de révéler des teneurs d e TBT à 

peine percept ib les dans un mil ieu marin. 

C O N C L U S I O N 

Notre essai en cul ture semi-cont inue démont re que la croissance pro longée de diatomées 

dans un milieu aquat ique faiblement contaminé par le TBT peut const i tuer une voie de dispersion 

cont inue du contaminant et, de ce fait, provoquer une b ioaccumulat ion chez les organismes 

c o n s o m m a t e u r s . Cet te b iod ispers ion pourra i t affecter, p lus par t i cu l iè rement , les f i l t reurs 

herbivores qui métabol isent di f f ic i lement le composé (ex. Mya arenaria) e t /ou qui sélectionnent 

le matériel particulaire selon le cri tère de la qual i té nutrit ionnelle. 
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