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Cel,te étude @ été e{{.ectuée à l'lnzt);tttt de Ilechetzche ChimLçe

ApplLguée,

Que le pnezi-d.ent de ma thèue, lriadenoizelle Vazzeun, Qù Q 4u me guLden

pn la aLchezae de aert conzei)z ainzl que pan aa nLgaeun acienLL{'Lqte' tnouve

dntu ce funvai,L l,exptezzlon de mo aincèyze gzaLi-tude.

flonzleuz ca.bni-denc a éa.é l'inÀti4.a.teuz de ce,tl.e thèue, quL a'ezt

d.ézou,Lée au aeitz d.e aon labona,toize. Qu'i) neçolve l'expne'talon de ma pnodonde

neconnùa4ance.

le nanencie lllonaleun BtocA gsutz avoitz accepté de lugetz ce tnavau. son

atLLtrud.e cni-t-Lque et tez Qllcouuagementz ont été un aouLLen paécleux'

Que tiadenoi-ze)le ApnozL tnouve Lr:L le ténoignage de ma neconnaL'tzance

poutz l'iJ>,téizêt qu'elle a blen voulu me monL{eztez en acceptont de ze lùndne à

ce luny.

ttez nqtenciementz t'odneatenl. é4ntenent à tllonaleu'z Lepailleun ain"L

qu'au petzzonne) d.u zetzvlce €'cotoxici-té Poun leut' coLlabona'tion et l-eun

gettû)le,tae dunorut cez annéez de nechetzchc'

Que lyotholLe y,L a aatuné la dactyloguzapluLe de ce marut tctt i-t neçolve Lù-

me+ Ùemelzciqpntz.

A totttt me't collègAez et amLz d.e l'lnzLLtu,t' an Rechetche ChinLque

ApplLguée, i-'odze,t4e mon omLcd- AouvenU'
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la prévention des risques chimiques à 1'égard de Irenvironnement est

inféodée à 1tévaluat ion de 1'écotoxici té des substances chimiques'  cette

connaissance peut notamment être appréhendée par la réalisation de tests de

toxicité aiguë, qui constituent une approche simplifiée des effets à court

t e r m e d e s s u b s t a n c e s c h i m i q u e s s u r l e s n i l i e u x é t u d i é s .

Parmi les bioessais de toxici té aiguë ayant trai t  à l renvironnement

aquat ique, Ies tests bactér iens sont encore peu ut i l isés et leurs performances

sont très peu connues. Compte tenu de I ' importance quant i tat ive et qual i tat ive

du monde procalyote, nous avons choisi  de nous intéresser auiK essais de

toxici té sur bactér ies et drétudier les performances de 3 tests qui di f fèrent

par leurs méthodologies, à savoir  :

-  Le test Microtox dont le pr incipe consiste à enregistrer la

luminescence drune bactérie narine, Photobacterium phosphoreum'

- Le test Consonnat ion dtoxygène de boues act ivées qui a fai t  l robjet

d rune norna l i sa t ion  à  I t IS0 '

- Le test Minéralisation du glucose

taux de C0^ l ibéré est mesuré'
L

chez Escherichia coli dans lequel Ie

o

ro
I

o

A p r è s u n e p r é s e n t a t i o n s o m m a i r e d e s p r i n c i p a u x t e s t s d e t o x i c i t é

bactér iens, une synthèse des conneissances bibl iographiques actuel les sur les

3  b ioessa is  qu i  fon t  I 'ob je t  de  ce t te  thèse a  ê tê  réa l i sée '

A lrissu de ce travair bibliographique, nous avons voulu répondre à un

certain nombre de quest ions, êt  en part icul ier déf inir  les condit ions

opt imales de réal isat ion des tests Microtox, Consommation droxygène des boues

act ivées et Minéral isat ion du glucose chez Escherichia col i  ;  I r inf luence de

divers facteurs physico-chimiques, composition du milieu, température

d f incubat ion ,  durée  de  l ressa i " '  a  é té  recherchée '

Les performances des 3 tests de toxici té bactér iens ont ensuite été

déterninées au travers drun screening portant sur 11 substances chimiques

choisies parmi les polluants frequemnent trouvés dans lrenvironnement'
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et au tenne de cette discussion, les appl icat ions possibles des tests

Hicrotox, Consonmation dtoxygène des boues activées et Minéralisation du

a 
glucose ont été ProPosées'
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Ia fabrication, Ie transport et Itutil isation en industrie mais également

en agriculture de nonbreuses substances chiniques a pour conséquence une

dissénination de ces substances dans lrenvironnement et nota^nment dans Ies

milieux aquatiques.

Les nuisances à l tégard de Ia faune, de la f lore et mêne de l- 'honme ont

été ignorées pendant de nombreuses années, et ce sont les grandes cetastrophes

écologiques tel les que les narées noires et les intoxicat ions mortel les au

cadmium et au mercure survenues au Japon qui furent à r tor igine drune pr ise de

conscience générale de la gravité des problèmes de pollution.

une série de mesures législat ives ont êtê pr ises par les pouvoirs

publics, dont les plus importantes au niveau national concernent :

la polrution des eaux, loi du 16 décembre 116{, qui règremente les

déversements et rejets.  Le décret du 23 févr ier 1973 a inst i tué un

nécanisme drautor isat ion préalable à tout rejet .  Et une tat(at ion est

o p é r é e p a r l e s a g e n c e s d e b a s s i n à I . e n c o n t r e d e s p o l l u e u r s .

-  Ia protect ion de Ia nature, lo i  du 19 iui l let  1976, qui exige la

réal isat ion d'une étude dt impact par toute entreprise suscept ible

dravoir  une inf luence sur le mi l ieu naturel '

-  le contrôIe des produits chimiques, loi  du 12 jui l let  1977 '  modif iée

I e 2 t o c t o b r e : g 8 2 , q u i p r é v o i t p o u r t o u t e n o u v e l l e s u b s t a n c e

1tétabl issement drun dossier comportant notamment des informations sur

Ia toxici té vis à vis de Irenvironnenent '

Mais l tétabl issement drune législat ion adéquate nécessite une

connaissance approfondie des modalités de contamination, ainsi que des effets

et des mécanismes dract ion toxique des pol luants sur les êtres vivants'

Lrétude de ces problèmes est du ressort  de 1técotoxicologie'

I I  y a environ 2O ans, les premiers tests d'écotoxici té aiguë sont

apparus. Le principe de ces tests peut être résurné conme suit : dans des

conditions standardisées, le modèle biorogique choisi est exposé à des

concentrat ions croissantes du produit  à tester '  une relat ion dose-effet  est

établ ie en retenant comme cr i tère de toxici té la létal i té '  la croissance ou

une act iv i té biochimique tel le que la respirat ion'  Et Ia concentrat ion

inhibi tr ice à 5O %, Cr5O, est recherchée, assort ie drune est inat ion du seui l

de toxici té.
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ces bioessais ont pour object i f  de déterminer la toxici té à court  terme

des substances chimiques sur des organismes aquatiques appartenant à

différents niveaux trophiques du milieu hydrique. A cet égard peuvent être

ut i l isés divers modèIes biologiques :  bactér ies, algues, protozoaires'

mousses ,  mic rocrus tacés ,  po issons" '

compte tenu de Ia di f férence de sensibi l i té des organismes considérés,

l iée à des niveaux drorganisat ion, des modes nutr i t ionnels et des métabol ismes

spéc i f iques ,  i l  s 'avère  nécessa i re  d ru t i l i se r  une ba t te r ie  de  tes ts  pour

tenter d 'apprécier Ia toxici té des substances chimiques'  Et bien que les

essais en laboratoire ne puissent jamais simuler les phénonènes suscept ibles

d,apparaître en mi l ieu naturel '  ces tests présentent un intérêt évident car

i ls permettent dtétabl i r  dans des condit ions standardisées une comparaison

signif icat ive des effets toxiques des substances'  Du fai t  de leur simpl ic i té '

i ls peuvent égalenent être ut i l isés en rout ine dans le cadre du contrôle de la

qual i té de I ,environnenent,  €t  du contrôIe des reiets industr iels ou urbains

soupçonnés de pol luer les mi l ieux aquat iques'

Ac tue l lement ,  Ies  tes ts  sur  mic rocrus tacés ,  po issons  e t  a lgues

un ice l lu la i res  sont  les  p lus  employés  ;  i l s  fon t  d 'a i l leurs  I tob je t  d 'une

normal isat ion nat ionale ou internat ionale'

Cependant,  depuis quelques années un intérêt croissant semble être porté

aux tests de toxici té bactér iens, conséquence de la nanipulat ion aisée des

bactér ies qui const i tuent un except ionnel out i l  de laboratoire, permettant de

réal iser rapidement des mesures à faible coût,  et  drenvisager l rautomatisat ion

d 'appare i l s .

Les bactér ies représentent une part ie importante de Ia biomasse

terrestre, part ic ipent à la transformation des molécules, et  aux cycles de la

mat iè re  (C,  N,  S) ,  e t  à  ce  t i t re  les  essa is  d téco tox ic i té  sur  bac tér ies

méri teraient de prendre place dans lrarsenal des tests imposés par la

Iégislat ion. Leur ut i l isat ion augmenterai t  I  |  éventai l  des bioessais

actuel lement en cours, assurant ainsi  une mei l leure évaluat ion de Ia toxici té '

En fa i t ,  le  p r inc ipa l  g r ie f  por té  à  I 'encont re  des  tes ts  bac tér iens  es t

leur faible sensibilité. Ce manque de sensibilité apparent peut être inputable

au réact i f  biologique, au cr i tère de toxici té retenu, aux condit ions de

réa l i sa t ion  des  tes ts ,  a ins i  qu 'à  nos  moyens de  dé tec t ion '
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Nous ferons dans la suite de cet exposé, une présentation sonmaire du

O matér iel  bactér ien, suivie drune étude des cr i tères dtévaluat ion de Ia

scept ibles d' inf luer sur le résultat

des tests,  gui  pernettront de mieux déf inir  les l imites et les qual i tés des

bioessais bactér iens.
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2 - LES TESTS DE TOXICTTE SUR BACTERIES
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2.1. PRESENTAÎION DU MATTNIET BÂCTMIEN

Les bactéries comptent parmi les plus petits organismes connus doués de

nétabol isme et capables de croître et de se mutt ipl ier aux dépens de

substances nutr i t ives.

La structure de la ceIIuIe bactérienne est relativenent simple ; Ia

bactérie est en effet dépourvue des organites intracellulaires (nitochondrie,

réticulum endoplasmique, membrane nucléaire... ) qti compartirnentent la cellule

eucaryote, nais par contre Irensemble des équipenents enzynat iques

responsables du fonctionnement des grandes voies de dégradation et de synthèse

sont présents.

La stratégie de base de la cel lule est de former, lors de }a dégradat ion

des  é lénents  nu t r i t i f s ,  de  I '41P,  du  NAD(P)H2 e t  des  métabo l i tes

intermédiaires, 9ui  seront ut i l isés au cours des biosynthèses des

macromolécules nécessaires à Ia vie et à Ia divis ion des bactér ies'

La figure I schématise les principales voies métaboliques suivies par les

bactér ies hétérotrophes aérobies, 9ui  sont les plus enployées dans les

bioessais bactér iens. Lrexemple du glucose a été choisi  car ce substrat a fai t

I tobjet de nombreux travaux.

Ia voie glycolyt ique est Ia voie préférent iel lement ut i l isée par les bactér ies

pour la product ion drénergie. EI le conduit  à la formation de pyruvate'

Selon les besoins de Ia cel lule,  le glucose peut également être or ienté vers

la voie des pentose-phosphates qui assure la product ion de NADPH2 et de sucres

en C5, acconpagnée du rejet de CO2'

Ltacétyl  Coenzyme A, formé à part i r  du pyruvate entre dans Ie cycle

tricarboxylique de Krebs, Qui otrtre son rôLe de fournisseur de rnétabolites

interrnédiaires, conduit à la libération de C02 mais surtout à la production de

NADHZ et de FADH2.

Ces coenzymes réduits vont être réoxydés au niveau de Ia chaîne respiratoire'

s iège des réact ions droxydo-réduct ion qui permettent le transfert  des

électrons jusqu'à l raccepteur terminal,  I 'oxygène moléculaire.

A la chaîne respiratoire est couplée Ia synthèse dtATP ou phosphorylat ion

oxydative.

Les voies cataboliques qui conduisent à Ia formation dIATP, de NADPH, et

de métabol i tes intermédiaires sont le plus souvent dist inctes des voies

anabol iques qui ut i l isent ces éléments dans les réact ions de biosynthèses '

Mais un fonctionnement harmonieux de lrensemble des réactions enzyrnatiques est

assuré par les nécanismes de régulation'
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A partir de ce schéma général du nétabolisne bactérien, un certain nombre

de fonctions, plus ou moins spécifiques peuvent être choisies pour apprécier

lract ion inhibi tr ice des pol luants'

2.2. T.ES PRTNCTPAUX ÎF^STS DE ÎOXICITE BACTERIENS

I I  existe un très grand nombre de tests de toxici té bactér iens, et  ce

chapitre n'a pas pour ambit ion de présenter une l iste exhaust ive de lrensemble

de ces tests.  Ne seront abordés que les bioessais qui ont fai t  l tobjet de

nombreux travaux et les bioessais qui bien que peu dévelopÉs présentent un

intérêt quant aux réponses apportées dans des donaines bien particuliers'

Les tests de toxici té peuvent être regroupés en fonct ion des cr i tères

choisis pour évaluer un effet  toxique; ces cr i tères peuvent concerner :

- Ie fonctionnement globa1

production de chaleur, Ia

- le fonctionnement de Ia

consomnation d t oxYgène,

d  '  ATP.

de la cel lule,  à savoir  la croissance' la

nobi l i té.

chaine respiratoire, en part icul ier 1a

I 'act iv i té déshydrogénasique et Ia synthèse

- Irassini lat ion drun substrat carboné'

des mécanismes plus part icul iers tels que la luminescence, la formation

de ni tr i tes ou ni trates et Ia product ion de gaz '

o

o

o

o

2 .2 .1 . Inhibition du fonctio4nernent global de la cellule bactérienne

- Mesure de la croissance

Placées dans des condit ions opt lnol-es, Ies bactér ies se caractér isent par

une vi tesse de croissance rapide (une divis ion toutes les 20 ninutes) '  et  sous

lract ion de substances toxiques, cette cinét ique peut être al térée ou même

annulée.

La croissance des bactéries peut être suivie par numération en milieu

géIosé ou en ni l ieu l iquide, €D présence du toxique ou après une période

d,exposir ion ( IÂFoNT et RoMAND, t983; Lru et KI{AsNrEt{sKA, t981 ;  LOY gp al"

1961 ; TRE|V0RS et al., 1981 ; TREVoRS et BASARABA, 1980)'
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La mult ipl icat ion cel lulaire est la résultante de nombreuses réact ions

biochinr iques, et le contrôle de la croissance bactér ienne représente donc un

cri tère dtappréciat ion de Ia toxici té sur le fonct ionnement global de la

cel lule.

- Mesures calorimétriques

Les réactions biochiniques qui ont lieu au sein de la cellule libèrent de

1,énergie sous forme de chaleur,  conséquence drun rendement infér ieur à l '  Et

la quant i té de chaleur ainsi  produite est proport ionnel le à l ract iv i té

métabol ique des bactér ies.

La diminut ion de chaleur consécut ive à I 'addit ion de substances toxiques

renseigne sur I 'existence de phénomènes d' inhibi t ion concernant Ie métabol isme

bactér ien dans son ensemble.

BEAUBTEN e t  JOLICoEUR ( rg84,  1985 )  e t  BEAUBIEN e t  a I .  (1985,  1Ç86)  on t

étudié au moyen drun microcalor inètre à f lux la réponse therniquedes

bactér ies aux toxiques, dans des condit ions endogènes ou dans des condit ions

de saturat ion en substrat.

o

o

o
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o
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o

o

Cependant,  les mesures calor imétr iques

apparei l lage sophist iqué, et ce test est encore

res ten t  déPendantes  drun

I imité à la recherche.

- Mesure de la mobi l i té

La mobi l i té des bactér ies traduit  indirectement ler bon fonct ionnement de

la cel lule.

Un test de toxici té sur

dès 1974 par BOWDRE et KRIEG

Spirillum volutans est

flagelles dont le mouvement

présence de toxiques.

la mobi l i té de Spir i l lum volutans a été proposé

(c i té  par  BITÎON, 1983) .

une bactérie en bâtonnet

devient anarchique ou

portant à chaque Pôle des

est totalement inhibé en

Après Ia période d'exposit ion, I 'obtent ion des résultats passe par une

étape drobservat ion au microscope'

2.2.2. rnhibi t ion du fonct ionnenent de la chaîne respiratoire

Les tests basés sur I  t  inhibi t ion du fonct ionnement de la chaîne

respiratoire aérobie ne concernent que les nicroorganismes doués de

métabol isme respiratoire, appartenant au groupe des aérobies str ictes'  des

nicroaérophi les et des aérobies-anaérobies facultat ives (Figure 2) '
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I
)

O
Réact ionr  d,  oxydo-réduct ion ut i l isables par  les bactér ies hétérotrophes

à des fins énergétiques (dans IIARCHAL et aL, 1982)'

-  Bactér ies aérobies st r ic tes :  a , -  b -  c  -  d  -  e = voie cytochromique

aérobie

- Bactéries aérobies ou anaérobies facultatives :

. en aérobiose : a - b - c - d - e + I : f

.  en anaérobiose :  a  -  f  ( fernentat ions)
a -  b -  c  -  i  ( resPirat ion anaérobie)

-  Bactér ies anaérobies st r ic tes :  a  -  f  ( fermentat ions)

"  
-  U -  c  -  i  ( resPirat ion anaérobie)

a  -  b  -  t  ( en  P résence  d '02 ) '

o
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La chaîne respiratoire chez les bactér ies est local isée au niveau de Ia

membrane cytoplasmique et son fonctionnement se traduit par Ia consommation

dtoxygène, la nobi l isat ion des déshydrogénases et Ia synthèse drATP'

- Mesure de la consommation droxygène

Lroxygène es t  l raccePteur

long de Ia chaîne resPiratoire,

cel lule (Figure 3).

Membrane

Flavoproteln

2 H +
-\.

terminal du f lux drélectrons qui t ransi te

et qui  résulte de I 'act iv i té catabol ique de

Ie

Ia

Cytop lasm

. -  
r  

N A D H +  H +
t\ r  NAD+

F e S ' p r o t e l n
- r '

Flavo
proteln
,/'

Coenzfie Q

Cyt b556- \
C Y t  o ttz oz +  2 H +

d'Escherichia col i  en mi l ieu aérobieFigure 3 : Chaîne respiratoire

(cortscl ' i lrN, 1986).

o

Une diminut ion du taux dtoxygène consonmé, sous lract ion de substances

toxiques, reflète Conc un ralentissement dans Ie fonctionnement de la chaîne

respiratoire.

Dans les bioessais,  Ia consomnation d'oxygène par les bactér ies est

généralement nesurée en présence drun substrat non l imitant,  Pâr dosage

potent iornétr ique de lroxygène dissous dans le mi l ieu réact ionnel '

o

Ces mesures font I tobjet drune étude plus approfondie au chapitre 3'2 '
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Mesure de l.tactivité déshydrogénasique

Les déshydrogénases sont des enz3mes qui participent aux réactions

dfoxydo-réduct ion des molécules par transfert  dthydrogène.

Dans 1a chaine respiratoire, eI Ies assurent les transferts dthydrogène

entre les coenzymes qui leur sont associés, NAD, f lavoprotéines, coenzyme Q,

et leur act iv i té ref lète Ir intensi té du f lux drélectrons.

Ltact iv i té déshydrogénasique peut être mesurée au noyen de molécules

organiques, qui du fait de leur potentiel droxydo-réduction vont jouer le rôIe

draccepteur art i f ic iel  drélectrons, comne le bleu de méthytène, la rézazurine

( l tU, l98l)  Ies sels de tétrazol ium, en part icul ier le chlorure de tr iphényl

tétrazolium ou TTC (RYSSOw-MELSEN, 1975), €t le chlorure de

2-(p- iodophény1)-3-(p-ni trophény1)-S-phényl tétrazol ium ou fNT (BITTON et

â 1 . ,  1 9 8 6 )  ( F i g u r e  4 ) .

INT rédult .= FORIIAZAN

C) tochrones
I
a

t
f

t l
I  C r t och rones  o lYdas€s  I
r - - :  : -  - J

I
a
I
I

I
I
0

1̂

E44 : Principe de Ia mesure de lractivité déshydrogénasique au

moyen de  l r INT.

x
o

o

NÂl l t l "  d éshyr l  rogt i r ra se

Q l l "  déshydrogénase
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- Mesure de Ia teneur en ATP

LtATp est un nucléot ide, composé dtadénine, de r ibose et de phosphate,

qui agit conme nétabolite internédiaire donneur d'énergie dans de nombreuses

act iv i tés cel lulaires tel les que les réact ions de biosynthèse, les transports

a c t i f s ,  l a  m o b i t i t é . . .

La synthèse dtATP est couplée au fonct ionnement de la chaîne

respiratoire. Selon Ia théorie chiniosmotique de Mitchel l  (1966),  Ie transfert

dtélectrons le long de Ia chaîne respiratoire sracconpagne de Ia créat ion drun

gradient de protons de part  et  drautre de Ia membrane, nécessaire au

fonct ionnenent du système ATPasique (Figure 5).

Figure 5 :  Synthèse d'ATP selon la théorie chimiosmotique de Mitche[ (d 'après

GoTÎSCXIALK, 1986).

LTATP synthètase est const i tuée des sous-unités Fo et Fl  t

assure le passage des protons à travers la nembrane, et I iATP

synthét isé au niveau de F1.

Le dosage de ITATP est réa1isé par bioluminescence, après extract ion du

mil ieu cel lulaire.  Cette méthode ut i l ise la capacité du système enzymatique

luci férase à oxyder,  en présence dtATP, la luci fér ine ;  cette oxydat ion

sraccompagne d'une product ion de photons proport ionnel le à la teneur en ATP du

milieu :

'Lucifére.se

2  l r '
I
I
I
I
I
I

ll

I

I
I
I
I
I
I

I
I
I

Fo

e s t

o

Luciférine +brd*02
l lg**

oxytuciférine + AMP + PPi + C0, + fÈl
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Eu égard à son turn-over extrêmement élevé (I'ATP est consommé dans la

ninute qui suit sa fornation), toute perturbation de Ia synthèse drATP par des

agents toxiques se traduira imrédiatement par une dirninution de la

concentration. Ainsi, Ia teneur en ATP peut être un indicateur de la vitalité

des cel lules bactér iennes (MARTfN, 1983).

2.2.3. fnhibi t ion de lrassimi lat ion de substrat carboné

Ltut i l isat ion de substrat carboné est spécif ique des bactér ies

hétérotrophes.

Dans les bioessais,  le substrat généralement apporté est Ie glucose

uniforménent narqué, et I'effet inhibiteur des substances toxiques est évalué

au travers des mesures de carbone radioactif fixé par les bactéries et de C0,

marqué rejeté.

Pour les microorganisnes aérobies str icts et aérobies-anaérobies

facultat i fs placés dans des condit ions draérobiose, Ie COZ l ibéré provient

pr incipalement de la glycolyse, du cycle de Krebs, €t de la voie des

pentoses-phosphates, et  i l  résulte de Ia minéral isat ion du substrat (Figure

l ) .

Une analyse détai l lée des tests basés sur l rassini lat ion de substrat

carboné est présentée au chapitre J.J.

2.2.4. Inhibi t ion de mécanismes part icul iers

Mesure de Ia bioluminescence

La bioluninescence résulte drun ensenble de réactions

observées principalement chez des bactéries appartenant à 2 genres

et Photobacteriun.

Un test de toxicité qui met à profi t  cette propriété a été rnis au point,

et i l  est présenté au chapitre J.1.

Hesure de Ia formation des nitrites ou nitrates

La fornation de nitrites ou de nitrates à partir drions amnonium résulte

de lract iv i té de bactér ies ni tr i f iantes autotrophes, Nitrosomonas sp. et

Nitrobacter sp. :

Ntrn+ + 3/2 O2->N02- + 2H+ + HrO (Nitrosonronas sp.)

Or *N0r- ( Nitrobacter sp. ).

biochimiques

: Vibrio

o

NOr- + r/2
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Ces bactér ies chimiol i thotrophes t i rent leur énergie de 1'oxydat ion de

composés minéraux, en Iroccurence lranmoniaque ou les ni tr i tes, et  I taccepteur

te rmina l  d té Iec t rons  es t  I toxygène.

Lteffet  des substances toxiques peut être évalué en suivant les

cinét iques de dininut ion du substratr  pâr exemple les ni tr i tes pour

Nitrobacter (wtt t tAI,{soN et NELSON, 1983).

- Mesure de la production de gaz

La product ion de gaz (méthane + C02) concerne les bactér ies méthanogènes,

rarement étudiées pr incipalement pour des raisons techniques car el les se

dévetoppent en anaérobiose. Pourtant les bactér ies des habitats anoxiques sont

capables d' intervenir  de façon prépondérante dans Ia biodégradat ion desgrosses

molécules tel les que la cel lulose, €t des substances peu solubles qui

s radsorbent  sur  les  séd iments .

Lt inhibi t ion de la product ion de gaz par les substances chimiques nra

cependant été envisagée que dans Ie cadre de travaux de recherche (JOHNSON et

YOUNG, 1983 ;  PIÂYNE et SMITH, 1983),  et  les bioessais proposés se

caractér isent par des périodes d' incubat ion relat ivement longues ( I  à

plusieurs jours, voire plusieurs semaines),  conséquence des faibles taux de

croissance des anaérobies.

RET.IARQTIES SUR TOXICIÎE BACTERIENS

Suite à cette présentat ion des pr incipaux tests de toxici té bactér iens,

nous concluerons par quelques réflexions sur les critères d | évaluation et les

mesures de la toxici té,  Ie choix du réact i f  bactér ien, et  I t inf luence des

condit ions expérimentales sur les résultats des tests.

2.3 . r . Critères drévaluat ion et mesure de la toxici té

La classi f icat ion Précédente des

basée sur Ia nature du cr i tère choisi

distingué :

tes ts  de  tox ic i té  sur  bac tér ies  es t

pour évaluer la toxici té.  Nous aYons

- les critères généraux liés au fonctionnenent

croissance, émission de chaleur,  mobi l i té.

global de la cel lule,

-  Ies cr i tères plus spécif iques tels que la consommation droxygène ou la

bioluminescence .
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Le choix d'un signal tel  que Ia croissance peut sembler à pr ior i  plus

judicieux car i1 intègre toute perturbat ion suscept ible de se produire à

n' importe quel niveau du nétabol isme cel lulaire '

Mais mêne les mesures considérées conme plus spécif iques tel les que Ia

bioluminescence, ref lètent également les effets inhibi teurs des substances

chimiques ; en effet, toute perturbation importante en un point de Ia cellule

se répercutera sur les di f férentes voies métabol iques par l r internédiaire des

mécanismes de régulat ion qui établ issent des passerel les entre les mi l l iers de

réact ions se produisant âu sein des bactér ies'

Par contre, nos moyens de détect ion de la réponse des bactér ies aux

toxiques interviennent probablement pour une part inportante dans Ia

sens ib i l i té  e t  Ia  durée  des  tes ts  '

Ainsi ,  lâ mesure drun effet  inhibi teur sur la consonmation d'oxygène

nécessite une variat ion importante de Ia concentrat ion en oxygène dissous dans

Ie rni l ieu réact ionnel pour que nous puissions la détecter '  I l  est donc

nécessaire d'exposer des populat ions denses de microorganismes au toxique

pendant des périodes relat ivenent longues'  avec pour conséquence une

possibi t i té de mult ipl icat ion et un r isque accru de séIect ionner des mutants

r é s i s t a n t s . D e m ê m e r u t r e f f e t i n h i b i t e u r s u r l a c r o i s s a n c e n e s e r a m i s e n

évidence qu'après de très nonbreuses divis ions'

Les  mesures  de  rad ioac t iv i té ,  de  b io luminescence,  d 'A ÎP ou  d 'ac t i v i té

enzymatique senblent présenter un seui l  de détect ion plus faible '

2.3 .2 . Choix du réact i f  bactér ien

- Nature des bactér ies

Pour des raisons avant tout prat iques, Ies bactér ies hétérotrophes

aérobies str ictes et aérobies-anaérobies facultat ives représentent Ie groupe

le plus ut i l isé dans les tests de toxici té (Pseudomonas, aeromonas'

Escher ich ia  co l i ,  les  boues ac t ivées" ' ) '

Lteffet  toxique des substances chiniques peut également être recherché

sur des bactér ies plus spécial isées tel les que les bactér ies ni tr i f iantes ou

les bactér ies néthanogènes.

o

o

o

o

Au se in  d run  groupe,

représentat iv i té vis à vis de

mais ne repose Pas réel lement

reste très Peu connue.

Ie choix des souches est fonct ion de leur

lrenvironnement et des habitudes du laboratoire '

sur leur sensibi l i té spécif ique aux toxiques qui

o
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- Souche Pure ou PoPulation nixte

Les tests de toxici té sont réal isés

laboratoire, ou sur populat ions mixtes

sur souches Pures cul t ivées en

le plus souvent Prélevées dans les

peuvent varier de façon

mil ieux naturels.

Travailrer sur un échantillon d'eau avec sa propre population bactérienne

parait évidernment plus représentatif des évènements qui peuvent survenir dans

lrenvironnenent. Néanmoinsr ce choix pose un certain nombre de problènes'

D,une part ,  i l  est extrênement di f f ic i le de conserver en laboratoire de

tels échant i l lons. I ls évoluent obl igatoirenent et les effets de paroi  du

matériel de prélèvement ne sont pas négligeables'

Drautre part ,  les caractér ist iques du rni l ieu

inportante drun échant i l lon à l tautre'
bactér ies, 9ui

biochimique' va

se carac tér isen t

(B IOCK e t  a l . ,

1988) .

A I 'opposé, les tests sur souches pures présentent une plus faible valeur

prédict ive mais une répétabi l i té correcte à condit ion toutefois que les

cultures en laboratoire soient parfai tement standardisées'  crest pourquoi '  i I

est absolunent indispensable de réal iser les bioessais sur des concentrat ions

précises en bactér ies présentant des caractér ist iques physiologiques déf inies

par  les  cond i t ions  de  c ro issance,  1 'âge de  la  cu l tu re" '  (TREI IoRS e t  a l . '

1 9 8 1 ) .

2.3. 3.  Condit ions expérimentales

Drune façon générare, les caractér ist iques physico-chimiques du mir ieu

réact ionnel,  en part icul ier la température, Ie pH, la dureté, Ia concentrat ion

en oxygène,  e t  en  subs t ra t . . .  von t  in te r fé rer  sur  Ia  réponse du  tes t '  d rune

part  en agissant directement sur I létat physiologique des bactér ies, €t

drautre part  en modif iant Ia spéciat ion des toxiques et donc par voie de

conséquence leur biodisponibi l i té et leur toxici té vis à vis du réact i f

biologique.

o

o

o

o

o

o

Un autre facteur important et  inconnu est le passé des

compte tenu de leurs capacités d'adaptat ion et de leur ménoire

nécessairenent interférer sur leurs réponses aux toxiques'

I I  en résulte que les tests sur populat ions naturel les

p a r u n e b o n n e v a l e u r p r é d i c t i v e m a i s u n e m a u v a i s e r é p é t a b i l i t é

o

o

o



o

o

o

- 21  -

A t i t re  d rexemple ,  Ies  b ioessa is  te ls  que les  tes ts  de  c ro issance '

drémission de chaleur ou de consommation droxygène qui nécessitent un substrat

abondant, vont engendrer des phénonènes de complexation notamment avec les

nétaux, ce qui a pour conséquence de dirninuer les effets inhibiteurs de ces

toxiques.

Dans Ia mesure du possibte i l  sera intéressant drévaluer I ' importance de

ces phénomènes dr interact ion notamlent pour I ' interprétat ion des résultats '  et

en tout état de cause les essais devront être réal isés selon des rnéthodologies

parfai tement standardisées'o

o

o

o

o

o

o

o

o
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3 - ANALYSE BIBLIOGRAPHIOUE :

.  InHIB IT IoN DE LA B IoLUMINEScENcE DE

PxorogecreR I  uM PHoSPHoREUM

.  INHIBIT IoN DE LA coNsoMMATloN o 'oxYGENE

,  ITTHIBIT ION DE LA MINERALISATI0N DU GLUCoSE

o

o

o

o

o

o

O

O

o

a
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Après cette présentat ion générale des tests de toxici té bactér iens'  nous

allons maintenant aborder I'analyse bibliographique relative aux 3 bioessais

qu i  fon t  I tob je t  de  ce t te  thèse '

3.r. TrutrF]iTTON pE tÂ BI:OLVTûI:NESCENCE DE PlnToB/4CT€MUri Plns?lffil€iln

3 . 1 .  1 .  P r i n c i p e

si  la capacité de certaines bactér ies à émettre de la lumière est connue

depuis longtemps, crest à part i r  de 1978 que BULICH et GREET{E ont mis à prof i t

cette propriété en proposant un test de toxici té,  appelé test Microtox I  leur

choix srest porté sur photobacterium phosphoreum, aclrronobacter luninescent qui

se développe dans lreau de mer et dans les organes luminescents de certains

poissons.

Le princiPe du test consiste à

avant et après addit ion de substances

o

O

o

o

o

o

o

o

o

conparer la luninescence des bactér ies

toxiques.

3. r .2 . La luminescence bactérienne

NEALSON et HASTINGS ( 1979) ont étudié le nécanisne de Ia luminescence

bactér ienne, et i ls ont proposé un schéma dans lequel Ie système luminescent

est en concurrence avec Ia chaîne respiratoire pour I  tut i l isat ion des

coenzynes réduits NADH (Figure 6) '

NADH + H'

NADH +  H .

Figure  6  :  Mécan isme b ioch imique de  ]a  lumi -nescence (c lans  COTTI ICI !AL l ( '  1986) '
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enzymes qui interviennent dans Ie cycle de production de Ia lumière

une luci férase qui en présence de FMI{H2' d 'oxygène et dtaldéhyde va

permettre 1'émission de lumière. une pet i te protéine, Ia lumazine

part ic iperai t  à la formation du complexe exci té f inal  (VERVO0RT'et aI ' ,

1983).

les NAD(P)H, FMN oxydoréductases qui assurent la réduct ion de Ia FMN en

ut i l isant soi t  le NADH' soi t  le NADPH'

aldéhydes, les acides réductases, qui

product ion d'aldéhyde à longue chaîne à

(Clrnn et HASTINGS, L974).

o

o

o

o

o

- Ies enzJrmes du métabolisme des

seraient irnpliquées dans la

part i r  de I tacide corresPondant

o

La locar isa t ion  de  ra  luc i fé rase  res te  impréc ise .  B ien  qure l le  so i t

généralement retrouvée dans la fraction soluble du cytoplasme, de nombreux

auteurs pensent qu'el le agit  en l ia ison avec le système membranaire (DANItov

et al . ,  |g82) ;  BALAKRISHNAN et LANGERMAN, |977 ;  NE'EMAN s!: ,  |977 '

ENGETBRECHT et al . ,  1983).

Les ions phosphates stabi l iseraient 1a structure de 1a luci férase

(H0LZMAN et BALDI{rN, 1980).

3.1.3. Inf luence des condit ions expérimentales

Depuis sa mise au point,  Ie test Microtox a êtê ut i l isé af in d'évaluer la

toxici té de substances chiniques pures, organiques et ninéraleS, ainsi  que

dteff luents conplexes. Et de nombreux travaux ont permis de préciser

l , inf luence de la durée et de Ia température de l tessai sur la réponse aux

toxiques de Photobacterium phosphoreun'

-  Ih.rrée dtexposit ion

Dans les premières publ icat ions sur Ie test Microtox présentées par

BULICH, la durée de lressai (contact toxique-bactér ies) étai t  f ixée à 5 nin'

par la sui- te,  de nonbreux auteurs ont étudié l tévolut ion de la réponse

bactér ienne en fonct ion de Ia durée d'exposit ion aux toxiques'

o

o

o

o
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Iæs tableaux 1a, lb et 1c regroupent les résultats d'essais Microtox sur

des substances chimiques pures, pour di f férents temps drexposit ion conpris

entre 5 et 60 minutes. Et une classi f icat ion a êtê établ ie en fonct ion de la

rapidi té dract ion des toxiques sur Ia bioluminescence :

o

o

o

o

o

o

o

les substances di tes

maxinum après 5 min.

généralenent de nature

phénol et  ses dérivés,

cyc l iques ,  I  tacé tone,

minéral qui ait montré

à action rapide montrent un effet inhibiteur

dt incubat ion (Tableau la).  Ces toxiques sont

organique et I ton peut ci ter conme exemple Ie

les hydrocarbures benzéniques, Ies alcanes

le  méthano l . . .  Le  c r3+ es t  le  seu l  tox ique

une act ion raPide.

les substances di tes à act ion intermédiaire voient Ieurs effets

inhibiteurs augmenter surtout durant les 1$ premières ninutes (Tableau

lb).  Cette classe regroupe des toxiques organiques tels que les

détergents, 1e laurylsul fate de sodium, Ie dodecylsul fate de sodiun" '

mais également des toxiques minéraux comme lrarsenic et Ie plonb'

-  Ies substances di tes à act ion lente ont un effet  toxique maximal après

JO min. dr incubat ion (Tableau lc).  Ces toxiques sont essent iel lement de

nature minéra1e :  sels de cuivre, cadmium, zînc, nickel,  sélénium et

les cyanures.

Le Cr6* et le Hg*+ apparaissent dans les tableaux lb et lc.  Ces résultats

divergents soul ignent la nécessité de travaux supplémentaires af in de déf inir

Ie comportement de ces 2 substances vis à vis de Photobacter ium phosphoreum'

La classi f icat ion établ ie précédemnent à part i r  drétudes sur des

substances chimiques pures a été conf irnée par des travaux sur des mi l ieux

complexes (DANoUx, lÇ82 ;  CALLaIA et aI . ,  1986) '

Lors de Ia déterminat ion de la toxici té dtéchant i l lons de composit ion

chimique inconnue au noyen du test Microtox, il conviendra donc de rechercher

la durée dr incubat ion qui assure la sensibi l i té opt inale des essais '

i

o

o
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O 
lableau la : fnfluence de Ia durée d'exposition sur Ia toxicité exprimée par

ta CI5O en mg/I  (0 = 15oC) ;  substances di tes à act ion rapide.

Substance chimique cl5g (ng/I) pour différents
tenps drexposi t ion en min.

5 10 15 20 30 60

Références

3-5 dichlorophénol

PhénoI

3,2 3 2,9

28 3r,9 U,3
DUTKA -eÎ-aL, 1983

loluène

Xylène

Ethylbenzène

Chlorobenzène

Cyclohexane

Cyclohexanone

2r8 216

75 73

5'5 6 ' r

14,6 18

85,5 93
25 2t ,3

FERARD et  a l . ,  1983

Acetone

Méthanol

rzM -126r  - rpr3

lsom -2&4æ -p39m
GREENE et  a l . ,  1985

FhÉnol

c.3*

?4,5 8,1 %,3 %,4

to,7 12,6 15,3 15,8 16
QURESHI et  a I . ,  1984

Phénol

Cyclohexanone

25 -28 -32

10 -11 -12

MICROTOX APPLICATION

NoTES -  M.102 -  1981

o

o

o

o

o

o

o

o

o

o
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Tableau lb :  fnf luence de Ia durée drexposit ion sur la toxici té exprimée par

ta CI5O en mg/l  (O = 15oC) ;  substances di tes à act ion intermédiaire

o

o

o

o

o

o

o

o

o

Références

ffS (Ind) Pour d-ifféreits
t6rps d'oçosition en rnin'

5 ro 15= 20 30 60
Substance
chinique

DUTKA 99 aI.,  1983
3119 2't

0,064 0,049 - 0,046

1,35 o,s - o,&Chlorure de
cetyl trimethyl
anrnonium

Lauryl sulfate
de sodium

Hg**

GREENE @, 1985
3,57 1,73 1,0

24,67 18,39 - 16,m

73,73-43 ,# -3 ,39

.lrsenate de sodiun

Arsenite de sodi

Arsenic trioxYde

e t  a l . ,
t,fr trgl o,9o 0,78

2,6 O,ft O,M 0,39 0,31

Dodecylsul fate
de Nâ

Pb++

MICROTOX APPLICATION

N0ÎES -  M.102 -  1981

l r2  o,7 or5

1 - o,7 0,6

)26?Â

z-1815

lr4 0,6 0,4

Lauryl sulfate
de sodium

PentachloroPhenate
de sodiun

Na As O, conne A"5+

6+
K^Cr.O- comme Cr'

a  . l

Pb(No.). comnrc Pb++
J .
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Tableau lc : Influence de Ia durée d'exposition sur Ia toxicité exprimée par

la CI.^ €D mg/f  (e = 15oC) I  substances di tes à act ion lente.
)u

Substance
chinique

cr çg (mg/I) Pour diffèrents
te'mPs drexPosit ion en nin'

510152030 60

Références

Cu**
l +

cd '  '

cN-

Hg**

zn+*

cu+*
! +

cd '  '

c.6*
! +

N i '  
'

se4*

zn*+

l,2l - o,E - OrzJ OrLz

to2r6 - 25,4 - 1318 3r8

4,77 - 1,4o 0,61

016 r0rÛ2 - 0101

1lrs - L,# - o,s o16

GREENE .9q-4:, 1985

1,84 lrs o,8 0,18 orl3

ty 70,8 41,4 27,2 14,9

8,6 39,5 %,9 U 16,8

los fi73 251 16 42,2

2t5,2 53,9 33,4 E,L t9'5

55,5 @,7 6,S 3,6 r,M

QURESHI et al., 1984

cd++ 44,2 - r9,5 RoBRA, 1979

VASSEUR et al.;  19844
cu** 1^ ç 1.05 0'62 0,5

VASSEUR 9!.-ù., 1986
! +

cd '  '

zn** 4

) ro  5  2 ,5

1,7 - 1 o,75

4 +

Cu'  '

cd++

cN-

Ni++

zn++

3,5 -0 ,8 -0 '4

lmn-8

t2 -4 -2 '5

410 lm-?n

û4-2

MTCROTOX APPLICATION

N 0 T E S - M . 1 0 2 - 1 9 8 1

o

Y. Essai en nilieu marin naturel



o

o

_29_

-  TemÉrature dtexPosit ion

Les données bibliographiques concernant lrinfluence de la tenpérature

drexposition sur Ia réponse de Photobacteriun phosphoreun aux toxiques sont

peu nombreuses, et Ia plupart  des essais sont effectués à 15oC.

FERARD et al. ( 1983) ont nontré que la toxicité des nétaux' cadmium'

Cuivree fer,  z inc, plomb à l rexcept ion du chrome, est augmentée si  I ron passe

de 15 à 20oC, Ia durée d'exposit ion étant de l0 minutes.

Dfaprès VASSEUR et aI.  (1984 ),  l raugmentat ion du facteur tenpérature de

15 à 20oC a pour conséquence d'accroître la sensibi l i té des bactér ies au

cadmium et au zinc mais reste sans effet sur Ia toxicité du chrome et du

cuivre, Ies essais étant réal isés après 20 min. drexposit ion.

Pour le benzène une température de 2ooc favorise la volat i l isat ion du

toxique et sroppose donc à la déterninat ion drune CI50 (VASSEUR et aI ' ,  1986) '

Lraugmentat ion de 1a température est donc à proscr ire pour les composés

volat i les. Et le plus souvent,  ce facteur ne modif ie que faiblement les

résu l ta ts .

3.1.4. Inf luence des paramètres physico-chimiques

Lrinteract ion des facteurs physico-chimiques sur la toxici té des

substances testées a été évoquée par DUTKA et KWAN (1981),  BULICH et al '

(1981)  a ins i  que QURESHI  e t  a l .  (1982) .  Ces  au teurs  on t  mis  l raccent  sur  les

problèmes que pouvaient poser la colorat ion des échant i l lons, Ieur teneur en

oxygène ainsi  que certaines valeurs de sal ini té,  duretê et pH dans

1révaluat ion de la toxici té.

- Coloration

En ce qui concerne I 'absorpt ion possible de la luminescence par les

échant i l lons de couleur brun-rouge, une solut ion a êtê trouvée dans I 'adopt ion

drun système double cuve qui permet de prendre en compte la diminution de la

luminescence bactér ienne due à Ia colorat ion'

a

o

o

o

o

o

a

o
I

I

a

- Teneur en oxygene

La teneur en oxYgène

nesurée. DANOUX (1982) a

mil ieu réact ionnel devait

bioluninescence.

de l 'échant i l lon peut interférer sur Ia toxici té

démontré que Ia concentrat ion en oxygène dans le

être supérieure à 3 ng/I  pour ne pas affecter la

o
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11 est intéressant de noter que les inhibi teurs de la chaîne respiratoire

ne provoquent pas d'act i -vat ion de Ia luninescence. compte tenu de nos

connaissances sur ce mécanisme, on aurait pu penser qurun blocage au niveau de

Ia chaîne respiratoire pernettrait de détourner vers le système luminescent

les électrons fournis par les coenzymes réduits NADH et favoriserait ainsi

1 rémiss ion  de  photons .

- Salinité

la sal ini té de 1téchant i l lon peut interférer sur Ia réponse de

Photobacter ium phosphoreun (VASSEUR et al ' ,  19844) '

Ainsi, Ia toxicité du cadmiun et du z.inc ebt réduite lorsque Ia concentration

en NaCl passe de lr  S à 4iâ, mais ce paramètre est sans effet  sur la toxici té

du benzène et du pentachlorophénol. Les ions Na+ et Cl- sont tous deux

responsables de la dininut ion de nocivi té des métaux (VASSEUR 4, 1986) '

- Dureté

Le calcium, drune part  st inmle la bioluminescence, êt drautre part

dininue la toxici té des métaux, cadmium, zinc, et  des substances organiques'

contne le benzène et Ie pentachlorophénol (VASSEUR et al ' ,  1986) '

Les auteurs remarquent que dans les bioessais,  Ia toxici té des métaux est

souvent inversement corréIée à Ia dureté du rni l ieu et i ls émettent l rhypothèse

d,une conpét i t ion entre ca++ et les cat ions métal l iques.

- PH et solutions tampons

La société Becknan préconise d'ef fectuer les mesures à un pH voisin de

6r7 .  Généra lement ,  un  pH compr is  en t re  5 r5  e t  8 r5  t r in te r fè re  pas  d i rec tement

sur Ia réponse de Photobacterium phosphoreum'

VASSEUR et al .  (  1986) soul ignent que les pH alcal ins favorisent les

formes hydroxydes des métaux qui sont souvent moins toxiques '

vraisemblablement par sui te drune plus faible solubi l i té et donc drune plus

faible disponibi l i té.  Et les auteurs préconisent drajuster si  nécessaire Ie pH

à 615 avec HCI ou NaoH, dans une opt ique de standardisat ion des essais '

QURESHI  e t  a I .  (1984)  s 'opposent  à  l ra jus tenent  du  pH e t  conse i l len t  de

tes ter  les  échant i l lons  te ls  que ls ,  a f in  de  préserver  I t in tégr i té  e t  Ia

stabi l i té du mi l ieu. I ls ont montré que lrajustement à pH 6'7 avec NaoH de

solut ions de cuivre provoque la formation de précipi tés'

o

o

o

o

o

O

I

o
I

I

o

o
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VASSELR et aI.  (1986) et QURBSHI et al '  (1984) sraccordent à reconnaitre

que les solutions tanpons ne sont pas toutes sans effet sur les résultats des

tests.  ces dernières agissent soi t  directement sur la biolurninescence en

f inhibant (tampon acétate), soit indirectement en complexant les toxiques

(diminution de la toxicité de Zn++et de Cd++par les tampons citrates et

phosphates à PH acide).

ComPte tenu

solutions tamPons

appropriée.

de  1ré ta t  ac tue l  de  nos  conna issances ,  l tu t i l i sa t ion  de

d a n s l e m i l i e u r é a c t i o n n e l d u t e s t M i c r o t o x n e s e m b l e p a s

- En conclusion

Lrensembre de ces travaux démontrent l r inportance des paramètres

physico-chimiques du nilieu, notamment dans lrévaluation de la toxicité

dreff luents complexes où lr interact ion de nombreuses composantes peut masquer

ou au contraire accentuer les phénonènes toxiques.

En tout état êtat de cause, i l  paraît  nécessaire dans le cas

dréchant i l lons complexes de contrôler l roxygène, Ie PH, Ia sal ini té '  Ia

dureté, et  de réal iser les essais en tenant compte des caractér ist iques

physico-chimiques de I 'échant i l lon, soi t  enut i l isant un ténoin de mêne

composit ion, soi t  en ajustant les di f férents facteurs aux valeurs ut i l isées

habituel lenent.

3 . 1 . 5 .  R é D é t a b i t i t é

La répétabilité du test Microtox a étê étudiée par de nombreux auteurs et

le tableau 2 regroupe lrensemble de ces travaux'

BULICH et aI .  (  1981) et Ia société Becknan ont choisi  de travai l ler avec

une seule substance testée sur un très grand nonbre dressais.  Pour le

laurylsul fate de sodium, le coeff ic ient de var iat ion ainsi  obtenu est de

18,2 / . .  J

Drautre part ,  de nombreuses publ icat ions mentionnent ra var iabi l i té des

résultats lors de screening sur des substances chiniques pures organiques et

minérales (BAZIN et aI . ,  sous presse ;  CURTIS et aI"  1982 ;  FERARD et al"

t9g3 ;  eURESHT er-a- l . ,  t984 ;  RoBRA, rg1g ;  VASSEUR .etg'  1986) '  Les

coeff ic ients de var iat ion f luctuent entre I  et  37 /" ,  avec une major i té de

valeurs conprises entre 15 et 20 /" '
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Enfin, res études sur des effruents conplexes (FERARD 4' t983 ;

VASSEUR 4, 1984U , 1984 ) permettent égalenent de juger de Ia

répétabi l i té du test Microtox, caractér isée par des coeff ic ients de var iat ion

conpris entre l  15 et 45 14

Lrensemble de ces travaux permet de conclure à une répétabilité

acceptable du bioessai Microtox'

De plus, i I  convient de pléciser,que ces résultats peuvent être quelque

peu pessimistes quant aur perfornances réel les du test '  GREffE et aI '  (1985)

ont en effet  démontré que lraugmentat ion de la période dr incubat ion de 5 à 30

min. dans re cas du cuivre, conduisai t  à une plus grande sensibi l i té,  mais

a u s s i à u n e m e i l l e u r e r é p é t a b i l i t é d e 1 | e s s a i , ( T a b l e a u 3 ) .

Tableau 3 :  Inf luence de la durée d'exposit ion sur Ia répétabi l i té du test

Mic ro tox  (e  =  15oC) '  d 'après  GREEI{E e t  a I "  1985 '

Exposit ion (min. ) cr5g-cu++ (mg/r) Coeff ic ient de var iat ion (%)

5
15

30

t  r 2 l

o r23

68

46
26o

o

o

o r , e n c e q u i c o n c e r n e l e s t r a v a u x p r é s e n t é s d a n s l e t a b l e a u 2 , I e s

conditions expérimentales qui assurent la variabilité minimum des résultats ne

sont pas toujours recherchées'

3.1 .6 . Sensibi l i té du test Microtox et c raison avec les autres bioessais

Afin de situer Ie test ll icrotox par rapport aux autres tests de toxicité '

des études comparat ives ont été réal isées notamment avec les tests Daphnies et

poissons, gui  sont les 2 bioessais les plus employés dans Ie contrôIe de Ia

pollution aquatique'

Le tableau { regroupe les principaux travaux effectués sur des nilieux

complexes, effluents ou Iixiviats . La comparaison apparait en terme de

sensibi l i té atrx toxiques et de concordance, Ia concordance étant caractér isée

par Ie pourcentage d'échant i l lons testés qui donnent Ie mêrne type de réponse

(toxique ou non toxique) avec les bioessais étudiés'

o

o

o
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Tableau 4 : Sensibilité comparée des tests lticrotox, Daphnies et Poissons'

(a) Concordance z % dtéchantillons qui donne le même type de réponse, toxique ou

non toxique, avec les tests comparés.

Ltéchantillon est considéré comrne toxique si :

r 'une crro est déterminée

o* Cr5s ( 78o ne/L

x-xx CrrO 4. 45 % de dilution de lréchantillon
'x+++'-. CrlO 

4 
50 É de dilution de l'échantillon

Le test Microtox est Ie plus sensible

Iæs deux tests ont la nême sensibilité

Le test Microtox est le moins sensible

o

o

o

o

O

o

o

o

o
+
1

o

Echantillon testé Bioessais Concordancea
(%)

Sensibitité 
b Références

100 effluents

industriels et

urbains

Microtox-
Poissons 76"1 4l

PELTIER Ct IfEBER,
1g8o

Microtox-
Daplinies

63x

BULTCH, t982257 effluents
industriels et
urbains

Microtox-
Poissons

86x

Mi-crotox-
Daphnies 73-t

Extraits aqueux
de déchets solides

Microtox-
Poissons

84++'r+ 4 BULTCH, 1984

VASSEUR .9!À,
1984c39 effluents

industriels
(dérivés organiques)

Microtox-
Daphnies

92Ïr|!èi-

91-)(+tx-)i CALLHA et aI. .
1986

Lixiviats
(pesticides et
rnétanx)

Microtox-
Daphnies

GRANGE et PECHEUX'
1984

38 effluents
(surtout dérivés
organiques )

Microtox-
Daphnies

65 *-:e-;et +

(b) Sensibi l i té :
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Pour les tests Microtox et Poissons, Ia concordance est élevée et se

sirue autour de 8o 1t d,e ftponses identiques (PEITIER et IÙEBtrt, 1980 ; BULICH,

1982, 1984).  La sensibi l i té de ces deux tests est équivalente, et  Ia

probabi l i té de détecter la toxici té dtun eff luent avec le test Microtox est

proport ionnel le à la toxici té de cet ef f luent à l tégard du test Poisson'

Les études comparat ives entre les tests Microtox et Daphnies montrent

également un taux éIevé de concordance, puisque le pourcentage de réponses

ident iques f luctuent entre 63 et 92 % selon les auteurs (PELTIER et WEBER'

1980 ; BULICH, tÇ82 ; VASSEUR et aI., 1984 ; CALLEIA 94, 1986 ; GRANGE et

PECHEUX, 1984).  Et le taux de concordance entre ces 2 bioessais est drautant

plus important que la toxicité des échantillons est plus marquée vis à vis du

test Dapùrnies.

En ce qui concerne Ia sensibi l i té sScif ique des essais Microtox et

Dapùrnies, el le est fonct ion de la composit ion chinique des échant i l lons testés

(VASSEUR et  a l . ,  1984c) .

Drune façon générale, i l  sernblerai t  que les tests Daphnies et Microtox

présenten t  des  réponses  s in i la i res ,  en  te rne  de  sens ib i l i té ,  pour  des  re je ts

de nature organique, alors que dans le cas dtéchant i l lons r iches en toxiques

minéraux, Ie test Daphnie serait plus sensible (QURESHI et al' , 1982 ; FERARD

e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .

r l  convient cependant de nuancer quelque peu ces conclusions car les

essais Microtox sur les toxiques minéraux ne sont généralement pas effectués

dans les condit ions opt imales de sensibi l i té.  En effet ,  Pour les travaux

présentés dans le tableau 4, les durées d'exposit ion nront pas été poursuivies

au delà de 5 à l0 minutes. La sensibi l i té du bioessai Microtox à 1'égard des

toxiques minéraux est donc probablement sous-estimée'

De nombreux auteurs ont également recherché lrexistence de corrélat ions

directes entre les tests Microtox-Poissons, Microtox-Daphnies, Microtox-Algues

pour tenter de prédire les concentrat ions inhibi tr ices à 50 % ou les

concenr rar ions  lé ta les  à  50  % (BULICH e t  a l ' ,  1981 ;  CHANG et  a l "  1981 ;

CURTIS e t  a I . ,  |982  ;  DE zwART e t  S I00F,  1983 ;  R IBo e t  KAISER,  1983) .

Précisons que ce type de corrélat ion nrest le plus souvent établ i  que sur un

pet i t  nonbre de substances chimiques voisines, et  i l  ne parai t  pas raisonnable

de vouloir  déduire par exemple Ia CLro -noissons des résultats obtenus sur

Microtox. En effet ,  Ies réact i fs biolôgiques appart iennent à des niveaux de

complexi té di f férents, et  présentent des sensibi l i tés spécif iques aux

pol luants.
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Les études comparat ives entre tests de toxici té bactér iens ont été

conduires par DUTKA er KI{AN (1981, 1983),  €t  el les révèlent le test Microtox

comne le bioessai Ie plus sensible comparativenent aux autres tests

bactér iens nesurant ]a mobi l i té,  Ia consomntion dtoxygène, I tact iv i té

déshydrogénasique ou 1a croissance. Ces résultats ont êtê conf irmés

ultérieurement par GREENE et aI. (1985) et CoLH|{AN et QURESHY (1985)'

Signalons enfin que lors de travaux sur des substances chiniques pures'

le test Microtox s I  est révélé insensible aux insect ic ides organochlorés et à

la plupart  des organophosphorés, ainsi  quraux herbicides, phytohormones'

dérivés des urées et t r iazines (BAZIN et a1.,  sous presse ;  MILLER g! j l : ,

1985) .  Par  cont re ,  les  pes t ic ides  de  Ia  c lasse  des  carbamates  e t  des

dithiocarbanates ont montré une toxicité marquée vis à vis de Photobacteriun

phosphoreum (RETEUNA gaL, 1987).  GRANGE et PECHETX (1984) mentionnent une

faible sensibi l i té aux cyanures et au ùrqne du test Microtox, et  à l ropposé

une forte toxici té des détergents.

De lrensemble de ces travauxr on peut en conclure que le test Microtox

est aussi  sensible voire plus sensible que Ie test Daphnie aux échant i l lons de

nature organique, except ion fai te de certalns pest ic ides, mais moins sensible

que ce clernier aux toxiques minéraux. Les tests Microtox et Poissons révèlent

le plus souvent des résultats très proches. Quant aux autres tests bactér iens,

leur sensibi l i té aux toxiques est nettement infér ieure à cel le du test

Microtox.

3 .L .7 .  App l ica t ions  du  tes t  Mic ro tox

Les appl icat ions envisagées pour le test Microtox sont var iées et peuvert

concerner 1'évaluat ion de la toxici té de substances chimiques pures'

d'ef f luents et de l ix iv iats,  le contrôle des eaux en entrée de stat ion

dtépurat ion et la détect ion de pol lut ions dans les rni l ieux aquat iques'

- Les substances chirniques

La recherche systénatique de Ia toxicité de substances chimiques pures a

été l rune des premières appl icat ions du test Microtox'  v isant à déf inir  les

performances de ce bioessai.
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- Iæs effluents

Ce test bactérien a été appliqué à de nombreux effluents complexes afin

d'en déterminer la toxici té éventuel le (DELISTRATT, L984 ;  LEBSAK et aI. ,

1981 ;  PEAKE er LEAN, t982 ;  VASSETR et aI. ,  1984c).

De nonbreurc auteurs ont souligné que du fait de sa simplicité et de sa

rapidi té,  Ie test Microtox est part icul ièrement adapté au screening de

toxicité à grande échelle des effluents industriels (BULICH, t982 ; DUTKA et

KI{AN, 1981 ;  pELTIER et I{EBER, 1980),  et  à l rheure actuel le i l  const i tue un

out i l  de contrôle de la pol lut ion des rejets largement ut i l isé par l rAgence de

Protect ion de l tEnvironnement (EPA) aux USA.

GRANGE et PECHETX (1984) s'opposent cependant à son enploi dans Ie cas

des usines de traitement de surface car Photobacteritrm phosphoreut montre une

faible sensibi l i té au chrome.

- Les stat ions dréPurat ion

De nombreux auteurs ont également envisagé dremployer le test Microtox

conme systèrne dralerte en entrée de stat ion d'épurat ion biologique, af in

dtévi ter les chocs toxiques sur les nicroorganismes (BULICH, L!82 ;  PELTIER

et I{EBER, 1980).

1.a société Beckman propose d'établir sur une période suffisamnent longue

Ia toxici té moyenne des eaux usées entrant dans la stat ion, et  d 'ut i l iser

cette valeur qui correspond à un niveau normal de pollution conme point de

comparaison permettant de détecter Ies eau:K suscept ibles de perturber

l tépurat ion biologique. Cette appl icat ion est cependant contestée par KING

( 1984) er GRANGE et PECHEUX ( 1984) qui trouvent Ie test Microtox beaucoup trop

sensible à ]a pollution organiquer €tr particulier aux détergents ; cette

pollution de fond pourrait masquer les apports drautres toxiques awcquels Ie

test serai t  moins sensible.

Ltut i l isat ion de ce bioessai dans I 'évaluat ion des r isques au niveau des

stat. ions dtépurat ion reste donc à vér i f ier.

\
- Les eaux de surface, les eaux souterraines, le milieu marin

Le test Microtox est aussi  proposé en tant que système de détect ion de

pol lut ions dans les eaux de surface (CnnnCn et PECHEUX, 1984),  dans les eaux

souterraines (Microtox Appl icat ion Notes, 105, 1982')  et  dans le mi l ieu marin

(VASSEUR et  a I . ,  19844) .  A f in  de  répondre  à  ce  tyPe d 'app l i ca t ion ,

I 'automatisat ion des mesures a été entreprise par la société OTV-CGE (Paris).
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- Les lixiviats

Actuel lenent,  i I  nrexiste pas de procédures normal isées qui permettent

une classi f icat ion des déchets sol ides en fonct ion de leur toxici té,  et  divers

travaux sur res lixiviats ont montré que le test Microtox pouvait être

envisagé dans Ie cadre d'une pol i t ique de gest ion des déchets dror igine

industr iel le ou domest ique (CAILEIA et al . ,  f986 ;  Microtox Appl icat ion Notes,

1 0 5 , 1 9 8 2 )

- Conclusions

Les possibi l i tés d tut i l isat ion du test Microtox sont nombreuses et

var iées, ,nais i l  existe encore des domaines d'appl icat ion qui nécessitent de

plus amples recherches afin de mieux évaluer les performances de ce bioessai'

La sinpl ic i té de ce test quasiment niniatur isé (1 nI de solut ion requis

pour chaque mesure de toxici té) et  sa rapidi té permettent de réal iser des

plans expérimentaux importants avec Ia prise en compte de plusieurs facteurs

capab les  d ' in te rag i r  sur  la  tox ic i té  (BOIS e t  a l . ,  1986) .

V A S S E U R e t a l . ( 1 9 8 8 ) a a i n s i m i s e n é v i d e n c e d e s p h é n o m è n e s d e s y n e r g i e

extrêmement importants entre le cuivre et des di thiocarbanates, z inèbe et

manèbe, pour des concentrat ions aussi faibles que cel les rencontrées dans les

milieux naturels

ces résultats dénoncent la pol i t ique de protect ion de lrenvironnement

basée sur des concentrat ions l imites établ ies avec des toxiques isolés '  alors

que même de très faibles quantité5 peuvent entraîner par des phénomènes de

synergie des effets toxiques puissants'

L rex is tence de  b ioessa is  s imp les  e t  rap ides  permet tan t  1 ré tude de  ces

interact ions, contr ibuera certainement à une mei l leure évaluat ion des r isques

des substances chimiques vis à vis de Irenvironnement '
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3.2. rNHrBrTroN DE U\ CoNSOUMATTON DTOXYGENE

3 . 2 . L .  P r i n c i p e

Le principe du test consiste à évaluer Ia diminution de la consommation

dtoxygène de nicroorganismes sous lract ion de substances toxiques ajoutées au

milieu réactionnel, par comparaison à un témoin réalisé sirmrltanément.

3.2.2. Les nesures respirométr iques

La respirat ion aérobie sraccompagne de la consommation dtoxygène et de la

I ibérat ion de C02 et dreau.

Les premiers appareils permettant d'étudier la respiration avaient pour

pr incipe de nesurer dans une enceinte r igoureusement close, les var iat ions

subies par la phase gazeuse en contact avec le mi l ieu réact ionnel.

Ltassini lat ion dtoxygène par les microorganisnes ( le COZ rejeté étant

capté par de Ia potasse),  peut être mis en évidence par di f férents procédés :

-  Dans les respironètres à pression constante, Ie volume gazeux est

l imité par un volume de l iquide, phase gazeuse et phase l iquide en

équi l ibre. Lorsque Ia pression part iel le en oxygène diminue, la colonne

de t iquide se déplace, €t sa migrat ion mesure indirectement I 'oxygène

consommé.

- Dans les respiromètres à volume constant,  le volume de Ia phase gazeuse

nr 'est pas modif ié et l ron mesure Ia diminut ion de pression, témoin de

Ia consomnation droxygène par Ie mi l ieu biologique'

Certains respiromètres maint iennent Ia pression part iel le droxygène dans

Ia phase gazeuse à sa valeur ini t ia le,  grâce à un apport  mesuré d'oxygène

provenant  de  réserves  ou  de  l ré lec t ro lyse  de  I reau.

panni les nombreux respiromètres, nous ci terons à t i t re dtexenple Ie

respiromètre de l{arburg, (Figure 7).
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Bta t

rn i t i  a I

E ta t

Final

F igure  / :  Le  Resp i romèt re  de  t {a rburg  (dans  LECLERC et  a l . ,  1983) .

Par Ia sui te,  Ies techniques électrochimiques ont permis de mesurer

directement Ia concentrat ion en oxygène dissous dans Ie mi l ieu réact ionnel au

moyen drune électrode spécif ique. Cette méthode est évidemment beaucoup plus

simple et rapide que les nesures sur les échanges gazerxx, mais on ne dose

I 'oxygène que sur une garune restreinte de concentrat ions l iées à sa solubi l i té

d a n s  l r e a u .

3 .2 .3 .  [ ,a  consomnat ion  d 'oxygène des  boues ac t ivées

La consommation droxygène des boues act ivées a fai t  l tobjet de nombreuses

recherches. Avant de passer en revue ces travaux, i I  convient de faire un bref

rappel sur les boues act ivées, €t  en part icul ier sur leur nature et sur leur

r ô l e .
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-  Les boues act ivées

Le terme de boues act ivées est un terme commercial  donné à I tur des

procédés biologiques drépurat ion des eaux urbaines.

Les boues act ivées sont un vér i table microcosme où i t  est admis que les

bactér ies jouent le rôle pr incipal.  De nombreuses espèces bactér iennes

part ic ipent à la formation du f loc, mais ce sont les Aeromonas, Ies

Enterobacter iaceae et surtout Ies aérobies str ictes conme Pseudomonas,

Flavobacter ium et Cytophaga qui sont les plus fréquentes ( l fCmnC et al . ,

1977) .

Les protozoaires se développent aux dépends des bactér ies. 0n rencontre des

anibes, des ci l iés l ibres (Paraneciurn, Colpidium) ou pédonculés et f ixés

(Vort icel les, Opercular ia).  Les métazoaires (Rot i fères, Nématodes) peuvent

également être présents au sein des boues act ivées (DEGREMONT, 1978).

Les chanpignons (Geotr ichun, Sporotr ichum), ainsi  que les bactér ies

filamenteuses comme Sphaerotilus natans prolifèrent dans certaines conditions,

et perturbert Ie phénomène de floculation.

Lrépuration des eaux usées résulte d'une partde la biodégradation par les

microorganismes des matières organiques en solut ion, ce processus étant

favorisé par l rapport  cont inu dtoxygène qui st inule Ia croissance, et drautre

part  du phénonène de f loculat ion qui él in ine une part ie des matières

organiques en solut ion et en suspension.

- Lract iv i té respiratoire des boues act ivées

Les mesures de consommation dtoxygène des boues act ivées posent le

problème de définir Ia part que prennent les différents organisnes dans

Itact iv i té respiratoire. I1 senblerai t  que la consommation d'oxygène en

présence de substrat soi t  pr incipalement Ie fai t  des bactér ies, les autres

microorganismes nrintervenant pas significativenent (MONTG0I,IERY, 1967). Et

parmi les bactér ies hétérotrophes, ce sont surtout les aérobies str ictes et

aérobies-anaérobies facultatives (utilisant leur métabolisme respiratoire) qui

interviennent de façon prépondérante, à condition toutefois que Ie nilieu ne

soit pas limitant en oxygène.
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Ia plupart des travaux sur la respiration portent évidenrnent sur les

boues act ivées considérées dans leur global i té.

LAI|B et al .  (1960 ontétudié les relat ions respirat ion -  substrat

microorganismes. Si le nilieu réactionnel ne contient pas de substratr oD

parle de respirat ion endogène. 
'L 'addit ion 

de substrat sracconpagne drune

augnentat ion de I toxygène assimi lé,  t ié à Iroxydat ion des substances

biodégradables, et  Ia respirat ion est di te exogène.

Le sui-vi des cinétiques de dirninution de ltoxygène dissous dans le milieu

réactionnel permet de calculer Ia vitesse de consonmation de I'oxygène par les

boues act ivées. Cette vi tesse mesurée pour di f férentes concentrat ions en

substrat respecte I téquat ion de Michael is-Menten (Figure 8).  Ainsi ,  pour de

faibles teneurs en substrat, Ia vitesse augnente proportionnellement à la

concentrat ion, puis lorsque le substrat nrest plus l imitant,  Ia vi tesse

atteint sa valeur maxinale rtVnaxrr.

La vi tesse de consommation de l toxygène dissous est directenent

proport ionnel le à la concentrat ion en boues act ivées (Figure 9).  Et i l  en

résulte que le taux de consommation spécifique de l-toxygène, expriné en ng dr02

par heure et par granme de matière en suspension (MES) est une constante

caractér ist ique de Ia boue act ivée et du substrat non l in i tant ut i l isé. En

réalité, ce taux fluctue journellement pour une boue activée donnée ; en

effet,  dans les stat ions d'épurat ion, Ia var iabi l i té de nonbreux paramètres

comme par exemple le débit et la charge organique des eaux usées, s'oppose au

naintien des microorganismes dans un état stable.

La vi tesse de consonmation spécif ique de I 'oxygène const i tue un bon

indicateur de I 'act iv i té métabol ique des boues act ivées. Et dans les tests de

toxici té,  I tef fet  inhibi teur des pol luants est le plus souvent mesuré par la

diminut ion de cette vi tesse.

3.2.4. Iæs tests dt inhibi t ion de Ia consonmation dto:cJrgène

Les tests dt inhibi t ion de la consonmation droxygène sont réal isés suivant

des nodal i tés di f férentes selon les auteurs. Mais dans tous les cas, on

retrouve un milieu nutritif contenant des substances biodégradables qui

favorisent Ia consomnation droxygène par les nicroorganismes, êt l ron mesure

lreffet  inhibi teur des toxiques sur les processus respiratoires.

Les essais peuvent être conduits sur une période assez longue (5 à 15

jours) lorsque Ia charge en microorganismes est faible,  ou bien sur une

période très courte de quelques minutes à quelques heures.
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Vitesse de consommation spécif ique de Iroxygène dissous par

des boues act ivées en fonct ion de la concentrat ion en substrat

(NEUFELD Ct HERMANN, 1975).
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Figure  9  :  V i tesse  de  consommat ion  de  I toxygène d issous  en  fonc t ion

d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  b o u e s  a c t i v é e s  ( U I M B  e t  a l . ,  1 9 6 4 ) .
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Dans le premier cas, Ies nesures sont ponctuelles. MOWAT (1976) a utilisé

le rrBODil test (Biochemical Oxygen Demand) qui est ltéquivalent du test

français rrDBOrr (Demande Biochinique en Oxygène, Norme AFTOR T90-1O3) drune

durée de J ou 1$ jours, pour évaluer la toxicité de polluants rnétalliques. Ce

test est habituellement employé pour déterminer la charge organique

biodégradable d'un échant i l lon. Mais i1 permet également de déceler Ia

présence de toxiques qui inhibent Ia consomnation dfoxygène.

Les auteurs soul ignent qurune période dr incubat ion de 1J jours diminue la

sensibi l i té du test et  i Is émettent t 'hypothèse drun phénomène dradaptat ion

des microorganismes au:K toxiques.

Lorsque I toxygène consonmé est mesuré sur une période plus courte, crest

Ia toxici té immédiate du produit  qui  est évaluée. On évi te ainsi  des

modif icat ions importantes de la biomasse bactér ienne et des modif icat ions

dtéqui l ibre entre les di f férents groupes de nicroorganisnes, sui te à des

phénomènes d tadaptation.

Lt intérêt de ces essais à court  terme réside également dans Ia possibi l i té de

réal iser des cinét iques, plus r iches en information que des mesures

ponctuel les. Dif férentes modal i tés peuvent être suivies dans le cadre de ces

b ioessa is  :

Evaluat ion de Ir inhibi t ion par les toxiques du taux drassimi lat ion

d'oxygène des microorganismes, qui est calculé à part i r  des cinét iques

de dininution de Itoxygène dissous dans le rnilieu réactionnel durant

une période déterminée et en présence de di f férentes concentrat ions de

la  subs tance tes tée  ( tn fn tnN e t  a l . ,  1984) .

Même principe de suivi  des cinét iques de diminut ion de I toxygène

dissous dans le milieu réactionnel en présence du produit testé, mais

la toxicité est évaluée par la nesure du tenps nécessaire pour obtenir

50 / .  de Ia concentrat ion ini t ia le en oxygène (nAUnn et aI . ,  1981 ;

GREENE e t  a1 . ,  1985 ;  MILLER er  a1 . ,  1985) .

o
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Le protocole expérimental le plus souvent adopté consiste à exposer les

boues activées au toxique en présence drun substrat non limitant et

dtoxygène durant 3 heures, puis à suivre les cinétiques de diminution

de lroxygène dissous dans le milieu réactionnel pendant une courte

période drune dizaine de minutes. Et I t inhibi t ion de la vi tesse

dtassimi lat ion droxygène des nicroorganisnes pernet drévaluer Ia

toxici té de Ia substance testée (BRoI{N et aI . ,  1981 ;  DUTKA et aI. ,

1983 ; DUTKA et KI{AN, tg84 ; KrNG, t984 ; KING er PAINTER, 1985, 1986 ;

YOSHTOKA e t  a l . ,  1986) .

Cette méthode a fai t  I tobjet drune normal isat ion par I t IS0 (Norme 8192

part ie B),  par 1'0CDE (Norme 2O9), et  el le est actuel lement à I 'étude à

I '  AFNOR (T95 A) .

Les tests de toxici té basés sur les nesures de consommation dtoxygène

sont le plus souvent réal isés sur des boues act ivées. Mais, nous signalons

égalenent quelques travaux sur souches pures, notanment sur Azotobacter

vinelandi i ,  une bactér ie f ixatr ice drazote (TAM et TREVORS, 1981),  et  sur

Aerobacter sp. (PARKER, L982).

3.2.5. Inf luence des paramètres physico-chimiques

Les résultats des tests peuvent être inf luencés par de nombreux

paramètres tels que les caractér ist iques physico-chimiques du rni l ieu

réact ionnel,  son node draérat ion, ou encore le potent iel  redox de

l 'échant i l lon .

-  Condit ions draérat ion du ni l ieu

TOSHIOKA et aI.  (1986) ont montré que Ia durée de Ia période d'aérat ion

du ni l ieu réact ionnel (entre 30 rnin. et  3 heures),  ainsi  que la puissance

d 'aéra t ion  (en t re  0 ,$  e t  2 rJ I fn in . ) ,  ava ien t  peu d te f fe t  sur  Ia  tox ic i té  du

3-5 dichlorophénol déterninée selon Ia norme OCDE.

- Milieu réactionnel

Le mil ieu réact ionnel par ses caractér ist iques physico-chimiques (pH,

composit ion chimique du substrat.  . .  )  peut interférer sur Ia réponse des

bactér ies, notanment en agissant sur la spéciat ion des toxiques. M0WAT (1976)

signale que lreau de di lut ion du testI tBODrf provoque des phénomènes de

précipi tat ion et de complexat ion, par exemple précipi tat ion de lrargent par

les chlorures, du plonb par les phosphates, et  du chrome à pH 7 '2.
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-  Interférences l iées à I 'échant i l lon

BEAUBIEN (1982) mentionne qurune brusque dininution de la concentration

en oxygène dissous nrest pas forcénent la conséquence drune forte act iv i té

respiratoire des bactér ies, nais peut être l iée à des phénonènes

physico-chimiques. Les toxiques à fort pouvoir oxydo-réducteur modifient Ia

concentration en oxygène indépendemment de tout processus biologique

(PATIERS0N et al . ,  L97O).

Enfin GREENE et al. (1985) abordent Ie problème

des toxiques sur les sondes à orygène dont les

a l té rées  par  les  dé tergents ,  les  hu i les ,  les

I  t  acé tone.

3 .2 .6 .  Répétab i l i té

de  I ' i n te r fé rence d i rec te

nembranes peuvent être

graisses, le méthanol et

KING et PAINTER ( 1986) ont présenté des travaux intéressants sur la

répétabi l i té du test t ' fnhibi t ion de la consommation droxygène de boues

act ivées[ réal isé selon la norne IS0 8t92, part ie B pr incipalenent.

Pour un échant i t lon unique de boues act ivées, les coeff ic ients de var iat ion

f luctuent en moyenne autour de 9 %, ce qui est sat isfaisant.

par contre, Ia var iabi l i té des résultats pour des boues act ivées préIevées

dans une mêne stat ion drépurat ion ou issues de diverses stat ions, Sê traduit

par des coeff ic ients de var iat ion éIevés, compris entre 24 et 76 f"  selon les

toxiques testés.

La faible répétabi l i té des résultats est at tr ibuée par les auteurs à Ia nature

variable des boues act ivées, aussi  bien au niveau de Ia composit ion et de

1tétat physiologique des microorganismes, qurau niveau de Ia fract ion non

vivante, nat ières organiques ou minérales solubles ou en suspension, qui

peuvent interagir avec les toxiques testés.

Les méthodes proposées dans les normes IS0, OCDE ou AFNOR préconisent

dtai l leurs drexprimer la toxici té non pas par des valeurs précises, mais en

terne drordre de grandeur de Ia CI5o (par exempte CI5g comprise entre 10 et

100 mgl I ) .
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YOSIIIOKA et al . ,  (1986) est iment cependant que Ia néthode proposée par

lt0CDE présente une bonne répétabilitê ; ces auteurs ont obtenu pour Ie 3-5

dichlorophénol, une CI5g comprise entre 20 et 25 nS/I avec des boues activées

de di f férentes or igines. Mais dans Ia proposit ion OCDE, les boues act ivées

sont lavées J fois puis remises en suspension dans une solut ion, et  ce

trai tenent supprime la var iabi l i té l iée au mi l ieu, ce qui assure

vraisenblablement une meilleure répétabilité du test.

Dans les travaux de BROWN et al .  (1981),  Ies boues act ivées sont

également lavées, puis ajustées à une concentration donnée et alinentées par

addit ion, 24 h avant le test,  drun mil ieu nutr i t i f .  Les résultats obtenus avec

Ie 3-5 dichlorophénol par 5 laboratoires conduisent à un coeff ic ient de

variat ion acceptable de 28 %.

I1 conviendra donc dans un but dramél iorat ion de la répétabi l i té du test,

de prélever les boues act ivées dans un type précis de stat ion drépurat ion, et

de standardiser au mieux Ie réactif biologique, notanment en lavant les boues,

ce qui permet d'éI iminer les apports exogènes, €t en ajustant leur

concentrat ion dans un ni l ieu de conposit ion déf inie.

3.2.7 .  Sensibi l i té du test I ,nhibi t ion de Ia consomnation d 'oxygène et

comparaison avec les autres bioessais

La concentrat ion et 1rétat physiologique des nicroorganismes, ainsi  que

la composit ion du mil ieu nutr i t i f ,  peuvent interférer sur Ia sensibi l i té des

tests dt inhibi t ion de Ia consommation droxygène des boues act ivées. Ainsi ,

I raugmentat ion des matières en suspension (UnS), et  de la charge organique

sraccompagne drune diminut ion des effets inhibi teurs des métaux (MOWAT, t976).

La toxicité du 3-5 dichlorophénol est également moindre pour des concentration

en boues act ivées qui s 'élèvent de 3 à S e/I  en MES (YOSHIOKA et al . ,  1986).

Enf in,  d 'après KING et PAINTER (1986)r les boues qui respirent act ivement sont

plus sensibles à I tact ion des toxiques que les boues en phase endogène.

Compte tenu de I'importance de ces facteurs, nous signalons que dans les

études comparatives, Ie protocole généralement suivi par Ia plupart des

auteurs est celui  de la norme ISO 8192, avec des boues act ivées de stat ion

urbaine à la concentrat ion de 1r5 Eh en matière sèche et un substrat

const i tué dtun eff luent synthét ique.
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La sensibi l i té du test consommation droxygène de boues act ivées apparai t

conme étant infér ieure à cel le du test Microtox (KING, 1984) et du test

Spir i l lum volutans, €t  équivalente à cel le du test act iv i té deshydrogénasique

( D U T K A  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .

Drautre part ,  GREENE et al .  (1985) obt iennent des CI56 Plus faibles avec Ie

quravec  le  tes ttest consommation d'oxygène mais réal isé sur Escherichia col i ,

act iv i té deshydrogénasique sur boues act ivées.

Enf in,  Ies travaux de MILLER et aI.  (1985)

organochlorés et les phytohormones nront

respirat ion des boues act ivées.

révèIent que les insect ic ides

aucun effet toxique sur Ia

o

En concl-usion, nous ret iendrons que le test rr inhibi t ion de la

consommation dtoxygène de boues activéesrr est généralement moins sensible que

les tests Microtox, Daphnies et Poissons. Mais, i l  convient de rester prudent

vis à vis de ces résultats,  car les études conparat ives sont peu nombreuses et

portent sur un nombre limité de substances chimiques.

Quant à Ia comparaison avec les autres tests de toxici té bactér iens

(act iv i té deshydrogénasique, croissance, mobi l i té de Spir i l lum volutans.. .  )

les données bibl iographiques restent insuff isantes pour établ i r  une véri table

classi f icat ion.

3.2.8. Apptications du test f"nit i t io" a. f" co. de boues

act ivées

Dans une étude menée conjointement sur la toxicité du 3-5 dichlorophénol

évaluée au noyen de di f férents tests de toxici té bactér iens, et  sur le

fonctionnement dtun pilote de boues activées exposé à ce toxique, BROECKER et

ZAIIN (1977) ont mis en évidence lrexistence drune corréIat ion entre les

résultats du test l {arburg drune durée de 20 heures, du test consommation

droxygène nsurée sur 2 heures, et  les concentrat ions en 3-5 dichlorophénol qui

perturbent les procédés de biodégradation au sein du pilote (mesure

de la DCO entrée-sort ie).

Le test inhibi t ion de la consommation dtoxygène de boues act ivées

pourrai t  donc être un bon out i l  de contrôle des eaux usées en entrée de

stat iondtépurat ion af in drévi ter les chocs toxiques qui diminuent les

rendements de traitement.
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Ce point de vue est partagé par KING ( 1984) qui précise que Ia

sensibi l i té relat ivement faible du test Consomrnat ion droxygène pourrai t

paradoxalement être un avantage dans le cas des stat ions dtépurat ion,

permettant de disposer drun système dralerte qui ne soi t  pas trop sensible,

évitant ainsi les interventions nal adaptées au risque réellement encouru par

Ies boues act ivées.

Dans Ie cadre de cette appl icat ion, la répétabit i té nrest pas un paramètre

essent iel  puisque les boues ut i l isées dans Ie test sont cel les qui reçoivent

I 'ef f luent.  Même si  la var iabi t i té des résultats est importante, la marge de

sécuri té nécessaire pour évi ter tout choc toxique permet de pal l ier à cet

inconvénient.

La var iabi l i té des résultats est plus préjudiciable à I tévaluat ion de la

tox ic i té  des  subs tances  ch imiques .  Ce tes t  n res t  d ra i l leurs  .p récon isé  que

comme test prél ininaire pour Ie screening de toxici té,  suivi  de bioessais plus

préc is  (KrNc e t  PATNTER,  1986) .

YOSHIOKA et aI.  (1986) portent un jugement beaucoup plus sévère ;  ce test

ne  peut  se lon  eux  pré tendre  à  l 'éva lua t ion  de  la  tox ic i té  des  produ i ts

chimiques vis à vis de l renvironnement du fai t  de sa trop faible sensibi l i té

aux pol luants.

Les avis divergents portés à l rencontre du test consommation dtoxygène de

boues act ivées inci tent à effectuer des travaux complémentaires pour mieux

déf in i r  les  domaines  d 'app l i ca t ion  de  ce  b ioessa i '
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3.3. TNHTBTTTON DE Ul MTNERALTSATTON DU GLUCOSE

3.3 .1 .  Ass imi la t ion  hé téro t rophe des  bac tér ies

La natière organique dissoute dans les milieux aquatiques est

pr incipalement ut i l isée par les bactér ies hétérotrophes conme substrat.

Les bactér ies ut i l isent la matière organique dissoute dans un double

but ; comme matériaux de construction pour bâtir leur propre édifice

cel lulaire,  et  comme combust ible dont I toxydat ion fourni t  1ténergie nécessaire

à leur maintenance, leurs biosynthèses, leurs mouvements.. .

Parmi le carbone assimilé, une partie deneure donc dans la cellule et un

faible pourcentage est rejeté sous forme de produits solubles

extracel lulaires, tandis que la fract ion respirée est énise dans le ni l ieu

anbiant sous forme de CO2, produit ultime du catabolisne du carbone (HnnnUnn

ET B0rS, 1974).

Dans les eaux naturel les, les bactér ies hétérotrophes jouent un rôle

pr imordial  dans le cycle de la matière organique. El les assurent l répurat ion

des eaux et la remise en circulat ion des élérnents minéraux. Cette

minéral isat ion sreffectue à deux niveaux, par les bactér ies directement et

indirectement par voie trophique par Ies consommateurs bactér iens, Ies

protozoaires par exemple.

3 .3 .2 .  Le  po ten t ie l  hé téro t rophe

- Signification

La mesure de I 'assini lat ion hétérotrophe permet donc de quant i f ier Ie

rôle joué par les bactér ies dans Ie cycle de la matière. Cette mesure

contr ibue également à I 'est imation de la product ion bactér ienne qui est un des

cr i tè res  dréva lua t ion  de  1 té ta t  de  "santér r  des  écosys tèmes.

Les conposés organiques dissous présents dans les mi l ieux naturels sont

extrêmement var iés. Et i l  est impossible de reproduire en laboratoire les

condit ions de terrain. Ctest pourquoi,  une seule substance universel lement

répandue et facilement biodégradable par Ia plupart des microorganismes

hétérotrophes est choisie comne substrat carboné. f I  s 'agi t  le plus souvent du

glucose unifornenent marqué au carbone 14 (U-14C), nais le glutamate,

1 'acé ta te  ou  Ie  pyruvate  sont  auss i  u t i l i sés .
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Cette méthode sinplifiée avec une seule substance organique étudiée ne permet

pas réel lement de mesurer I 'assimi lat ion hétérotrophe, mais el le permet

drévaluer Ie rrpotent iel  hétérotropherr,  ctest à dire Ia capacité métabol ique

des bactér ies à ut i l iser un substrat part icul ier.

Les techniques autoradiographiques associées à la mesure du potentiel

hétérotrophe ont montré que seule une proportion variable de bactéries sur la

populat ion totale assimi le le substrat.  Ainsi ,  STANLEY et STALEY (1977) Iors

de l  té tude de  I 'ass in i la t ion  dracéta te  U-  14  C par  une popu la t ion  de

microorganismes de stat ion de lagunage, ont nis en évidence des di f férences

dtact iv i té selon les types norphologiques ,  Qt 20 à 25 / '  d 'es bactér ies ne sont

pas marquées. Les protozoaires ne semblent pas intervenir  dans I 'assimi lat ion

d e  l r a c é t a t e .

DELIITTRE et LECLERC (1980) ont comparé sur 116 échant i l lons d'eau de mer,

la product ion bactér ienne totale est imée en chambre de di f fusion, ulr l "

potent iel  hétérotrophe net (respirat ion déduite) nesuré sur du glucose U- '+C.

Une relat ion hautement signi f icat ive existe entre les deux nesures t

I 'assimi lat ion du carbone à part i r  du glucose représente 1/50eme de Ia

product ion bactér ienne totale.

Draprès ces auteurs, le potent iel  hétérotrophe ne peut en aucun cas

donner une est inat ion directe de la biomasse, mais i I  ref tète l r intensi té de

Ia  p roduc t ion  bac tér ienne e t  I ' i n tens i té  de  I 'épura t ion  des  so lu tés

organiques.

- Détermination
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L 'éva lua t ion  du  Poten t ie l

cons is te  à  dé terminer  la  v i tesse

ainsi  que son tenPs de turn-over

hétérotrophe drune populat ion bactér ienne

maximale d rassimi lat ion du substrat r tVmax't  ,

i l T i l .

Sr inspirant

I{RIGHT et HOBBIE

hétéro t rophe des

des travaux de PARS0NS et STRICKIÂND

(1965,  1966)  ont  é té les premiers

populat ions de microoiganismes d 'eau

( tg6z)  sur  1 'eau de mer,

à mesurer Ie potentiel

douce.
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Un échant i l lon dreau est incubé en présence de di f férentes concentrat ions

d 'un  subs t ra t  carboné rad ioac t i f .  Après  un  tenps  d t incubat ion  donné,  Ies

bactér ies sont récupérées par f i l t rat ion et la radioact iv i té f ixée par les

microorganismes est mesurée. La vi tesse dtassimi lat ion rrvrr  est donnée par

I réquat ion  :

f ract ion de radioact iv i té assirni lée par les microorganismes

concentration en substrat dans Ie milieu réactionnef (ug/f)

Sa + Sn, c fest à dire Sa la concentrat ion addit ionnée et Sn la

concentration dans le nilieu naturel

temps dr incubat ion  (heure) .

Le temps dt incubat ion choisi  doi t  assurer une mesure stable de Ia vi tesse

rrvrr  non nodif iée par la diminut ion du substrat dans le ni l ieu lors de

I  'ass in i la t ion .

WRIGTH et HOBBfE ont montré que Ia vi tesse de consommation de faibles

concentrat ions en glucose ou en acétate est une fonct ion hyperbol ique de Ia

concentrat ion en substrat.  EtIe augmente drabord rapidenent pour atteindre

ensuite un maximum correspondant à Ia saturat ion en substrat.  Ce mode

d'assimi lat ion obéit  à une cinét ique de type Michael is-Menten (Annexe I '

f igure  1  ) .

La l inéarisat ion de cette équat ion (Ann'exe 1, f igure 2),  appl iquée aux mesures

de la radioact iv i té incorporée dans les bactér ies pernet d I  obtenir  :

f  .  ls l
t

f -

$ =

t =

1

Vnaxo t/r x  +  lsn l  *
Vman

l sa  I

o
I

I

o

Cette droi te (annexe l ,  f igure 3) nous donne la vi tesse maximale

drassimi lat ion du substrat Vmax, eui est l r inverse t le Ia pente, et  le temps de

turn-over T du substrat naturel  Sn qui correspond à K + lsnl /Vmax.

o

La Vmax et T caractér isent Ie potent iel  hétérotrophe des eaux analysées.
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HOBBIE er CRAITIFORD ( 1969) ont améIioré la nesure du potentiel

hétérotrophe en dosant Ie C0, radioact i f  émis par minéral isat ion du substrat,

en plus de Ia radioactivité incorporée dans Ia biomasse bactérienne.

Ltexpérience est réal isée dans un système clos et le C02 est capté après

acidi f icat ion. La phényléthylamine sur papier f i l t re est l ragent absorbant,  et

la radioact iv i té comptée sur ce papier correspond au C0, t ibéré.

Les mesures simultanées de Ia radioact iv i té provenant du C0, et de la

radioactivité fixée par les bactéries permettent une meilleure estination du

substrat consommé par les bactéries et conduisent généralement à une valeur

plus élevée de la Vnax d'assimi lat ion et à un temps de turn-over plus

faibler lors de la déterminat ion du potent iel  hétérotrophe (HOnnfn et aI . ,

1968) .

- Inhibition

De nombreux auteurs ont évalué les effets inhibi teurs de trai tements

physiques ou chimiques sur le potent iel  hétérotrophe.

DLNSTALL er SC[IhrARZ (1983) ont étudié les effets de l 'é lévat ion de la

température et des chocs mécaniques consécut i fs au passage dans des centrales

hydro-électr iques, sur le potent iel  hétérotrophe de microorganismes de lac

mesuré avec lracide glutamiqu" u-14c.

Lraugmentat ion de Ia température et Ie stress mécanique ont tous deux des

ef fe ts  s ign i f i ca t i f s  ma is  i l s  ne  présenten t  pas  d ' in te rac t ion .  Le  s t ress

nécanique provoque une dininut ion de 57 /"  du potent iel  hétérotrophe. Et

I 'assimi lat ion de glutamate est augmentéede 614 % pour chaque élévat ion de

10c, à condit ion que la température reste infér ieure à 300c.

Sur le terrain, Ies effets cumulés de la tenpérature et du stress mécanique

pourraient accroître la product iv i té bactér ienne'

DELATTRE et LECLERC (1980) ont évalué I ' impact des chlorat ions l iées au

fonct ionnement clrune centrale nucléaire sur la Vrnax drassimi lat ion du glucose

marq.ué en m:irfT.,eu rnarim. Les mesures ont êté réaIisées à partir drune

instal lat ion en laboratoire servent de modèle'

L 'act iv i té hétérotrophe des bactér ies est fortement inhibée par Ia présence de

ch lo re  à  des  concent ra t ions  in fé r ieures  à  01015 ng /L '  E t  les  au teurs

mentibnnent que Ie potent iel  hétérotrophe est une technique sensible pour

l 'éva lua t ion  des  Po l lu t ions .o

o
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FERRONI et al .  (  1983) ont aussi  ut i l isé cette méthode pour évaluer les

e f fe ts  de  s t ress  ac ide  sur  des  eaux  de  lac '

IIs ont notamment démontré que sur un lac neutre et bien tamponné,

I 'acidi f icat ion simrlée (pH égal à 5 et 5r5) entraîne une dininut ion de la

Vmax dtassinilation du glucose et une augmentation du tenps de turn-over.

HUET et aI .  (1980) ont d 'ai l leurs proposé un test de toxici té basé sur

Ir inhibi t ion du potent iel  hétérotrophe de populat ions bactér iennes de r iv ière.

Lteffet  inhibi teur de di f férentes concentrat ions en toxique sur la vi tesse

na:<imale d'assimi lat ion du glucos" U-l4C est déterniné (Figure 10),  ce qui

permet de calculer une CIrO-Vman pour chaque toxique testé (Figure 11) '

La répétabi l i té de Ia méthode pour des prélèvements d'eau de nême or igine est

caractér isée par des coeff ic ients de var iat ion autour de 38 %, et pour des

prélèvements issus de di f férentes r iv ières, les coeff ic ients de var iat ion

s fé lèvent  à  42 ,  89 ,  JOrJ  e t  30 ,4% respec t ivement  Pour  CuS0* ,  HgCIy  Ie

tétrapropylbenzène sulfonate et le p-ni trophénol.  La var iabi t i té des résultats

reste donc importante bien que les auteurs aient pr is soin dtévi ter les

r iv ières pol luées, notamrnent en prélevant les échant i l lons dreau dans des

stat ions de charge organique infér ieure à l0 mg/l  en COT, contenant un nombre

l imité de germes compris entre 104 et t05 bactér ies par ml.

En ce qui concerne la sensibi l i té,  les CIrO-Vnax de quelques toxiques sont

relevées dans Ie tableau 5.

3 .3 .3 .  P rob lèmes S C S r  la déterminat ion du tent iel  hétérotroPhe

La mesure du potent iel  hétérotrophe pose cependant quelques fois des

problèmes. I t  arr ive en effet  que 1réquat ion de Michael is-Menten ne soit  pas

observée (DELI\TTRE er LECLERC, 1980). Et bien que 51ANLDY et STALEY (1977)

aient obtenu une cinét ique du type Michael is-Menten avec une populat ion de

stat ion de lagunage et des concentrat ions en acétate atteignant 30 ng/I ,  Ie

plus souvent les populat ions microbiennes préIevées dans des zones à forte

concentrat ion en solutés organiques, révèlent des cinét iques de type

dif fusionnel.

o
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Figure 1O : Effet
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Figure 11 : Déternination de la CIrO-Vmax du (HUET e r  a l . ,  1980 ) .
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Tableau 5 : Détermination de la CIrO-Vmax de quelques produits chimiques

( H U E T  e t  a l . ,  1 9 8 0 ) .

o

c
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o

o

o

o

o

C.l. 50- Vmax
TOXTQI E

HsCl2

PuSO4
Nacr2
Hilamin

Dobanol

KCN

T.P.B.S

K2Ct2O7

LAS.

Formol

pnitrophénol

Phénol

NaNO2

Acétonitrile

Alcooléthylique

0.0085

o,05

o,7

0.75
r,25

t.5

I
12

20

25

64

240

2.800
r2.000

23.000

o
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I{RIGHT et HOBBIE (1965, 1966) en étudiant lrassinilation de glucose et

dracétate sur une ganme étendue de concentrat ions ont révélé la coexistence de

2 mécanismes d I assi-milation '

pour de faibles concentrations en substrat ((100 yg/1-'), la cinétique obtenue

est de type Michael is-Menten. Ce mode d'assimi lat ion correspond à un transport

act i f  du substrat,  que les auteurs attr ibuent aux bactér ies.

pour des concentrations en substrat plus fortes (500 \g/t à 5 ngh)' Ia

vi tesse drassimi lat ion augnente proport ionnel lennt à la concentrat ion'  et  la

réact ion est d 'ordre zêro. cela correspond à un mode de transport

di f fusionnel,  et  les algues seraient responsables de ce type de cinét ique'

Dans le milieux peu pollués, c€ sont donc principalenent les bactéries qui

consommeraient les substances organiquesr et quand la charge organique

augmente, les algues interviendraient de façon prédominante'

CAIIPBELL et CoUTURE (1976) constatent également lors drune étude sur des

eaux de r iv ière que la di f fusion prédomine pour les préIèvements proches des

rejets donest iques, alors que I 'assimi lat ion par transport  act i f  croît  à

mesure que l fon s 'éloigne de ces points de pol lut ion'

Les vareurs extrêmes de pH et de température dans les milieux aquatiques

apparaissent aussi  conme peu favorables à I tobtent ion des cinét iques de

Michael is-Menten. Ainsi ,  FERRoNI et aI .  (  1983) nront pu observer les

cinét iques de type Michael is-Menten pour des lacs naturel lement très acides en

condit ions hivernales, que les mesures soient réal isées au pH in si tu ou à des

pH expérimentaux plus éIevés. L 'étude de I 'assimi lat ion du glucose en fonct ion

du temps ne montre aucune corrélat ion entre Ia radioact iv i té f ixée par les

bac tér ies  e t  Ia  durée  d ' incubat ion '

La nême étude a été menée durant r 'éré ( tEDUc et FERRONT, 1984),  et  i l

sravère que même lorsque le glucose assimi lé augnente l inéairement en fonct ion

du temps d' incubat ion, Ia cinét ique de Michael is-Menten peut ne pas être

obtenue.

ce phénomène srest drai l leurs reproduit  pour un lac moyennement acide

présentant un taux de consonmation de substrat radioact i f  non négl igeable

(FERRoNT et LEDUC, 1984).

o
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Avec un nodèle marhénarique, I{ILLfAMS (1973) a étudié dans quels cas Ia

population nicrobienne ne répond pas au modèle de Michaelis-Menten. Il

constate qurà une plus forte hétérogénéité des espèces, notamment au niveau de

la constante drassimi lat ion K, correspond une moins bonne approximation de la

cinétique de Michaelis-Menten. Dt les temps de turn-over sont plus élevés que

ceux prédits.

Cependant,  HUET et al .  (1980) avec des cul tures pures à pr ior i  plus

honogènes au niveau de Ia constante dtassimi lat ion nra obtenu que des

cinét iques de tYPe di f fusionnel.

Lrensemble de ces résultats net l raccent 5u1 ]ruf, i l isat ian empir ique de Ia

cinét ique de Michael is-Menten lors de l 'évaluat ion du potent iel  hétérotrophe,

et sur les l i rni tes de cette méthode.

3.3 .4 . Les autres a roches basées sur l rassimi lat ion de substrat carboné

o

a

o

O

a

La déterminat ion des vi tesses dtassimi lat ion de di f férentes

concentrat ions en substrat carboné est nécessaire à l tévaluat ion du potent iel

hétérotrophe, notanment au calcul  de Vmax et T'

Une autre approche consiste à ntut i l iser qurune seule concentrat ion en

substrat carboné et à suivre la cinét ique d'assimi lat ion des microorganismes'

I l  ne  s rag i t  p lus  a lo rs  du  po ten t ie l  hé téro t rophe te l  qu ' i l  a  é té  décr i t

p récédemnent ,  ma is  d rune mesure  de  l rac t i v i té  hé téro t rophe des  bac tér ies

caractér isée par Ia vi tesse ini t ia le rrvtr  d 'assirni lat ion d tun substrat

part icul ier '

Ainsi ,  HERBLAND et BOIS (1974) ont mesuré Ie glucose incorporé et

minéral isé par la microf lore marine après 3 heures dr incubat ion et en présence

de 1r8  pe / I  de  g lucose.

Sur cette période, le C0, rejeté et Ia radioact iv i té f ixée par les

bactér ies augmentent l inéairement '

De la même manière, un test de toxici té sur boues act ivées a étê proposé

par LARSoN et SGIAEFFER (1982).  Er I ' inhibi t ion du glucose assimi lé est mesuré

après  15  min .  d ' incubat ion .

l'
o

radioact i f

o
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a

o éga les  i  1315 e t  5 ,8  me/ l .  Ma is  Ia

Les auteurs ont montré que la

min. et  représentai t  15 /"  du

réact ionnel.
o

JONAS et al .  (1984) ont étudié la toxici té du mercure, de l 'étain et de

leurs dérivés organiques sur lrincorporation de la thynidine tritiée et sur

l , incorporat ion et la minéral isat ion du glutanate narqué au 14C 
"ptè" 

t t  
"

O  r  r  |  ! - - - - - L - ! l  - -  I  r - - - ^  L - - - - ^  ^ +  ^ -  - - X . - ^ * ^ ^  , |  l " h À  a a n n a n f  r a f  i apériode dt incubat ion drune heure et en présence drune concentrat ion unique en

subst ra t .

Les Cf56 obtenues avec Ie 3-5 dichlorophénol et le mercure sont respectivement

Lors de travaux préliminaires, ils ont vérifié que Ia thymidine
t n

g lu tamate  U- '+C f i xés  par  les  bac tér ies  a ins i  que Ie

augmentaient linéairement durant plus drune heure.

c$ I ibéré,

La comparaison avec un test de viabi l i té démontre que les mesures

d'assimi lat ion de substances organiques marquées sont plus sensibles à Ia

présence de toxiques que les tests de croissance. Les concentrat ion ninimales

inhibi tr ices obtenues sont faibles :

Tes t  d 'ass imi la t ion

méthy lmercu re :  ( o ,Sue / t

chlorure mercurique : <1 i lgh

chlorure de tr ibutylétain : (5 ne/L

chlorure d'étain : (5 ne/I

BARNHART et I{ESTAL (1983) ont également mesuré I 'ef fet  des toxiques sur

I 'assimi lat ion drune concentrat ion donnée en substrat carboné (fOO ,g/I

dracétate) par une populat ion microbienne naturel le ;  les nicroorganismes sont

préalablement exposés au toxique durant 30 min.,  puis Ia quant i té dtacétate

incorporé est nesurée après une heure dr incubat ion.

Les auteurs se sont surtout intéressés à la répétabi l i té du test.  Et Ie

tableau 6 regroupe les 
'CI 

50 
du diquat et du cadnium obtenues avec des

connunautés microbiennes prélevées en anont et en aval de rejets.

répétabi l i té du test nra pas été étudipe.

l ibérat ion du C02 étai t  l inéaire durant 1J

glucose ini t ia l  présent dans le mi l ieu

t r i t iée  e t  Ie

o

o

ro

O

o

Test de viabi l i te

( | DE/r

(too rg/r

< 50 nE/L

o

o

o
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CI'O du cadrniun et du diquat mesurées sur l rassimi lat ion de

substrat carboné par des populations microbiennes

naturelles (BARNHART et IÛESTAL, 1983).

o
PréIèvement Substance testée Echantillon de

zone peu polluée zone très polluée

o
Fleuve Cadrnium

Iliquat

o,49
0 ,1 .10 -4

I  ,85
or06

Rivière Cadrnium

Diquat

0,39

0,002

o,66
0r  05

o

3

o

O

Ces résultats démontrent que les toxiques testés sont moins nocifs vis à

vis de bactér ies préIevées dans des zones pol luées ;  I texpl icat ion est à

rechercher dans une biodisponibi l i té plus faible des toxiques ou une plus

grande résistance des microorganismes. Le si te de prélèvenent nrest donc pas

anod in  sur  les  résu l ta ts  des  tes ts .

Les  au teurs  p réc isent  que ce  tes t  do i t  ê t re  env isagé lo rs  d ré tudes  d ' impact  de

pol luants sur des mi l ieux aquat iques précis avec ut i l isat ion de Ia nicrof lore

locale. Alors que les tests standardisés avec des réact i fs biologiques de

laboratoire mesurent la toxici té potent iel le de substances ou dreff luents.

Enf in ,  la  compara ison de  ce  tes t  basé sur  I tass i rn i la t ion  d tacé ta te  e t  les

tests Daphnies, Poissons ( Pimephales promelas )  et  Algues ( Selenastrum

capricornutum) révèle une plus faible sensibi l i té du test bactér ien.

3.3.5. Problèmes l iés aux mesures de Ia radioact iv i té f ixée par les bactér ies

CAMPBELL et BAKER (1978) soul ignent la possibi l i té drartéfacts lors de Ia

f i l t rat ion réal isée pour récupérer les bactér ies. La membrane f i l t rante peut

adsorber Ie substrat radioact i f  soluble. Lr importance de ce phénomène dépend

du volume f i l t ré,  de la concentrat ion en radioisotope et de la pression de

f i l t rat ion.

o

o

o

o
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-  PFABNDER et  BÂRTHOLOI IEY (  l9E2)  p récon isent  un  r inçaqe des  membranes avec

r rn  mélange 50  % é thano l -eau qu i  assur r -  une désorp t ion  du  matér ie l  rad ioac t i f

sans  a l té rer  les  mic roorgan ismes e t  sans  phénomène de re la rgage de  la  par t ie

rée l lement  ass imi lée .

11  fau t  cependant  p réc iser  que ce  type  de  pro toco le  n res t  dans  Ia  p ra t ique

généra lement  pas  employé lo rs  r les  mesures  de  po ten t ie l  ou  d tac t iv i té

hétéro t rophe.  Les  membranes sont  le  p lus  souvent  r incées  avec  de  l reau,  ou

assez  ra rement  avec  du  g lucose f ro id .

JONAS e t  a l .  (1984)  abordent  un  au t re  p rob lème,  l ié  à  I 'ac id i f i ca t ion  du

mi l ieu  réa l i sée  pour  tuer  les  bac tér ies  après  Ia  pér iode dr incubat ion  e t

permet t re  le  p iégeage du  C0,  .  Les  au teurs  cons ta ten t  que I 'ac id i f i ca t ion

provoque une d iminu t ion  du  matér ie l  rad ioac t i f  mesuré  au  n iveau des  bac tér ies .

pour  le  g lu tamate ,  ce t te  per te  es t  de  37  % par  rappor t  aux  bac tér ies  f i l t rées

d i rec tement  sans  ac id i f i ca t ion ,  e t  e l le  es t  a t t r ibuée à  une désorp t ion  du

m a t é r i e l  r a d i o a c t i f  s o u s  1 ' e f f e t  d e  l r a c i d e .  M a i s  c e t t e  e x p l i c a t i o n  n r e s t

confortée par aucune preuve expérimentale.

D,après  CRIFFITHS e t  a l .  (19741,  les  per tes  de  matér ie l  rad ioac t i f  après

acidi f icat ion s 'é]èvent à 77 % pour le glutamate -  pourcentage beaucoup plus

fo r r  que ce lu i  ob tenu par  JONAS e t  a l .  (1984)  -  à  65  % pour  I 'a lan ine  e t

chuten t  à  34  / .  pour  la  leuc ine  e t  2L  % pou,  I 'aspar ta te .

D e  p l u s ,  | ' é t u d e  d e s  c i n é t i q u e s ,  s u r  u n e  p é r i o d e  d e  6  h e u r e s ,  d e  I a

rad ioac t iv i té  f i xée  par  les  bac tér ies  mont re  une dév ia t ion  à  Ia  I inéar i té  qu i

appara î t  p lus  tô t  lo rsque la  réac t ion  es t  s toppée d i rec tement  par  f i l t ra t ion .

La  rad ioac t iv i té  comptée au  n iveau des  bac tér ies  es t  donc  su je t te  à

cer ta ines  var ia t ions  l iées  à  I 'adsorp t ion  des  subs tances  marquées sur  la

membrane f i l t ran te ,  sur  les  bac tér ies ,  e t  à  I ' i n te rac t ion  des  techn iques

t r t i l i s é e s  p o u r  a r r ê t e r  I a  r é a c t i o n  s u r  c e s  m é c a n i s m e s  d ' a d s o r p t i o n  e t

peut -ê t re  éga lement  sur  des  phénomènes de  re la rgage.

3.3 .6 . Les mesures  de  minéra l i sa t ion  d 'un  subs t ra t  carbone

L r é v a l u a t i o n  d e  l a  m i n é r a l i s a t i o n  d r u n  s u b s t r a t  c a r b o n é  r a d i o a c t i f  ( i . e .

la  p roduc t ion  de  C0,  rad ioac t i f )  par  des  mic roorgan ismes ne  semble  pas  poser

de vér i tab les  prob lèmes techn iques .  I l  fau t  seu lement  ve i l le r  à  ce  que Ie  C0,

s o i t  t o t a l e m e n t  f i x é  p a r  I ' a b s o r b a n t .
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NOUVION (1983)  a  nont ré  qu 'à  par t i r  de  4  heures  drag i ta t ion ,  la  f rac t ion

piégée par la phényléthylamine atteint une valeur asymptotique' et cette durée

a êtê considérée comme assurant une f ixat ion correcte du COr.

J0NAS et aI.  (1984) ont obtenu 86 % d'eff icaci té dans le captage du c0,

par I 'hydroxyde de hyamine après t  heure dfagitat ion.

HERBTAND et BOIS (197{) précisent que I 'acidi f icat ion du mil ieu permet de

stopper la réact ion mais également de faire dégazer le COr. Et 92 % du C0, est

piégé par I thydroxyde de hyanine après 4 heures d'agi tat ion. Mais les auteurs

précisent que ce taux de récupérat ion du C02 nrest valable que dans les

cond i t ions  préc ises  de  l ressa i  t  La  ta i l le  de  Ia  f io1e ,  Ia  na ture  e t  Ia

concentrat ion en absorbant modif ient l ref f icaci té du piégeage.

Nous avons vu précédemment,  lors de Ir inventaire des travaux sur

I tassimi lat ion hétérotrophe drune concentrat ion donnée en substrat marqué, 9u€

Ie CoZ l ibéré et la radioact iv i té f ixée par les bactér ies augmentaient

l inéairement au cours de lr incubat ion. I l  y a donc proport ionnal i té entre Ia

fract ion minéral isée représentée par Ie 
tn"Or, 

et  la fract ion totale assimi lée

qui prend en compte t"  
14c0, et Ie 14c r i*é par les bactér ies.

GRIFFITHS et al .  ( I97ù ont calculé que la minéral isat ion du glutanate

représentai t  62 % du glutamate total  assimi lé lorsque les bactér ies sont

récupérées après acidi f icat ion. Si  les bactér ies sont récupérées directement

par f i l t rat ion, ce rapport  est un peu plus faible.

HOBBIE et CRAWFORD ( 1969) ont égalenent nontré que la radioact iv i té

*"rrr .éL au niveau du COZ l ibéré étai t  proport ionnel le à la radioact iv i té

totale assimi lée sur une période dfune heure. Mais le pourcentage minéral isé

varie avec la nature du substrat.  I I  est éIevé pour l racide aspart ique et

Iracide glutamique, 60 /" ,  ce qui est logique car ces deux substances entrent

rapidement dans le cycle de Krebs, pour le glucose i I  représente 30 / ' ,  et  pour

la lysine et l rarginine i l  chute à environ lO /" .  La mesure du C02 l ibéré

re f lè te  donc  l rac t i v i té  hé téro t rophe des  bac tér ies '

De p lus ,  JoNAS e t  a l .  (1984)  on t  mont ré  que les  e f fe ts  inh ib i teurs  de

dif férentes concentrat ions en toxiques sont du même ordre de grandeur sur

lr incorporat ion et sur Ia respirat ion du glutamate U-I4C, ce dont témoignent

des  courbes  dose-e f fe t  t rès  p roches .
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La rnise au point drun test de toxici té bactér ien basé sur I ' inhibi t ion de

la minéral isat ion drun substrat carboné radioact i f  semble donc une voie de

recherche intéressante.

Une approche originale a drailleurs été menée par DORIfARD et BARfSAS

(1984) dans la détect ion de pol luants dans lreau au noyen dfune éIectrode à

Escherichia co1i.  La méthode repose sur la mesure potent iométr ique du C0, émis

en présence. de glucose par les cel lules drEscherichia col i  inrmobi l isées à la

sur face  de  1ré lec t rode.  L ' inh ib i t ion  par  des  tox iques  du  processus  de

minéral isat ion provoque une diminut ion du CO, émis qui est enregistrée. Cette

technique nécessite cependant la régénérat ion de I 'é lectrode après chaque

stress toxique subi par les bactér ies, ce qui l i rni te la faisabi l i té du test.

Et le seui l  de détect ion relat ivenent étevé des électrodes à CO2 est également

un obs tac le  à  l rop t im isa t ion  de  ce  b ioessa i .
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4 ETUDE EXPERII'IENTALE DU TEST "INHIBITION DE LA BIOLUI-IINESCENCE
DE PH0ToBACTERIUt'l PHoSPHoREW"
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Ce chapitre consacré à 1'étude expérimentale du test Microtox conporte

une part ie rrMatér iel  et  Méthodesi l  qui  décr i t  la méthodologie du test,  et

une part ie rrRésultatsrr  dans laquel le nos travaux sont présentés.

Lranalyse bibl iographique ayant soul igné lr inf luence des condit ions

expérinentales sur la sensibi l i té des bactér ies aux toxiques'  aux

dérivés minéraux en part icul ier,  nous avons voulu voir  dans quel le

mesure la durée et la tenpérature d' incubat ion modif ia ient lds CItO du

3-5 dichlorophénol et  de CuSOn.

La répétabi l i té du test a ensuite été évaluée sur ces 2 substances dans

des condit ions opt imales de réal isat ion des essais.  Enf in,  les CfrO de

11 substances chimiques ont été recherchées.

4.T. MATERIEL ET METHODES

4 . 1 . 1 .  R é a c t i f s

- Réactif biol-ogique

Le réact i f  biologique est une bactér ie marine,

phosphoreum, fournie par Ia société Beckman sous forne lyophi l isée en f lacons

d,e verre contenant approximativement l08 bactér ies (686023, Becknan).  Les

f lacons  sont  s tockés  à  4oC.

Au moment de lremploi ,  Ia suspension bactér ienne est reconst i tuée par

add i t ion  d '1  ml  d reau d is t i l l ée  u l t rapure  (6860t8 ,  Beckman) ,  p réa lab lemnt

re f ro id ie  à  3oC.  I1  es t  nécessa i re  de  la isser  la  suspens ion  bac tér ienne se

stabi l iser pendant quelques minutes avant de commencer les tests.

Les bactér ies conservent une act iv i té luminescente exploi table pendant au

moins  4  heures .

-  Réact i fs chimiques

Le mil ieu réact ionnel du test Microtox est une solut ion de NaCI 2 %

(686020,  Beckman) .

Les substances chimiques étudiées ont été choisies parmi les pol luants

minéraux et organiques les plus courants des mi l ieux aquat iques'

Photobacter ium
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Les dérivés suivants ont été testés :

-  le  su l fa te  de  cu iv re :  CuS0O (2791,  Merck) ,

-  le chlorure de cadmium monohydrate :  cdc|,  Hzo (zoLl,  Merck),

-  le  ch lo rure  de  z inc :  ZnCI2  (8816,  Merck) ,

-  le dichromate de potassium: i (2CrZOl (26781297, Prolabo),

-  le 3-5 dichlorophénol:  3-5 DcP (821768, Merck),

- Ie benzène ( 218o329L, Prolabo)

- le dibromo 1-2 éthane (344L8' Labosi)

-  la  d ié thy lamine (803010,  Merck) ,

-  I ' ac ide  dodécy lbenzène su l fon ique (803911,  Montano i r ) ,

-  I tatrazine ( 35702, Riedel de Haën),

-  le malathion (35736, Riedel de Haën).

pour les substances peu solubles tel les que lratrazine et le malathion,

un  t ie rs -so lvant  a  é tê  u t i l i sé ,  respec t ivement  }e  DMSO à OrZ % e t  L 'acé tone à

Or1l /o.  A ces concentrat ions, nos essais ont montré que Ie t iers-solvant nra

pas d I  ef fet  inhibi teur sur la luminescence bactér ienne.

4 . 1 . 2 .  M a t é r i e l

Les  mesures  de  lu rn inescence bac tér ienne sont  réa l i sées  à  l ra ide  drun

apparei l  Microtox, modèIe 2055, commercial isé par la société Beckman'

le Microtox est un photomètre comportant :

-  15  pu i ts  thermosta tés  ( rég tab les  en t re  10  e t  25"C)  assurant

l t incubat ion  des  so lu t ions  à  tes te r ,

-  une loge à température constante (+ 3oC) pour la conservat ion de Ia

souche durant  l ressa i ,

-  une tourel le de mesure thermostatée (thermostat couplé avec les puits

d ' incubat ion)  .

Le photomètre dispose drun aff ichage numérique pernettant de contrôler la

tens ion  é lec t r ique de  la  ce l lu le  de  mesure  (700 mV) ,  la  tempéra ture  (pu i ts '

loge et tourel le) et  de visual iser les valeurs de bioluminescence'

L rappare i l  es t  re l ié  à  un  enreg is t reur  dont  Ie  t racé  es t  un  p ic  de

hauteur proport ionnel le à la luminescence mesurée'

o

o
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4.1.3.  Mode o?érato i re

Le mode opératoire est le suivant :

Préparation drune ganne de dilution du toxique à tester contenant 2 /o

de NaCl,  et  drun ténoin sans toxique, qui sont ensuite placés dans

lr incubateur pour stabi l isat ion à la température du test.

Préparation des tubes de mesures contenant 500 -ul drune solution de

NaCI 2 \t, et stabilisation pendant quelques minutes dans lrincubateur.

Ajout,  dans les tubes de mesure, de 1O rr l  de suspension bactér ienne

reconst i tuée et stabi l isat ion 10 min. à Ia température du test.

Mesure de Ia luminescence ini t ia le Io,  et  sélect ion des tubes de mesure

présentant une luminescence voisine.

- Ajout de 500 11 de chacune des différentes dilutions de Ia solution de

toxique, ainsi que J00 11 de solution saline à 2 16 pour Ie ténoin, dans

Ies tubes de mesures séIect ionnés (tenps to).

-  Après le temps dr incubat ion désiré (5 minutes ou plus),  mesure de la

bioluminescence résiduelle It.

Un schéma de Irenregistrement de Ia bioluminescence est donné dans la

f igure 12.

Remarque : La méthodologie précédente ne permet de tester au mieux qurune

concentration égale à 45 1Â de I'effluent brut ou de Ia solution

initialer c€ qui est gênant pour des échantil-lons de faible

toxicité ou encore des substances peu solubles.

Le protôcole expérinentaL peut être nodifié en ne diluant les f0.11

de suspension bactér ienne quravec 9O.rr l  de NaCl 2 l .  Les 900:r l  de

Ia di lut ion sont ensuite ajoutés, ce qui pernet de tester la

solution toxique initiale ou Iteffluent brut à Ia concentration de

90 %.

|  . + . "
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In tensi tÉ de

la lurinccccnce
9

( t  )
l lnregis t renent  de la

i i r i t ia le dans le  tube

dans  l es  t ubes  essa i s

bio luminescence

témo ln  To  e t

I o

( 2 )

Add i t i on  au  ten tps  t o  des  d i f f é ren tes

d i l u t i ons  de  l a  suhs tance  tes tée  dans

Ies  t ubes  essa i s

Enregist renent  de la  b io luminescence

rcstant"  dans le  tube ténro in T,  et

dans  l es  t ubes  essa i s  l i r  aP rès  un

tenps  d r l ncuba t l on  t

(3 )

1'
o

o
Figure-  12 :  Scl réma de l ienreS, ls t retnent de  l a  b lo l r tm l t t esc r l t ce .
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4.1 .4 .  E : rp ress ion  des  résu l ta ts

Lfévaluation de la Cf5O, ou concentration qui entraîne 50 % ae diminution

de Ia bioluminescence après un temps de contact rr t rr  à une température rr0rt ,

peut être obtenue par 2 méthodes de calcul :

-  Calcul  du pourcentage de dirninut ion de I t intensi té lumineuse par

rappor t  à  I ' i n tens i té  in i t ia lc  (L%)

A% -  ro- r t  x roo
f o

En fai t ,  6 % est calculé en pondérant Io par le rapport  des intensités

Iunineuses du térnoin au temps 0 et t : F = Ît

To

Ce facteur F prend en compte Ia modif icat ion spontanée de la

bioluminescence bactér ienne au cours du tenpsr €tr  dehors de tout

phénomène toxique. ,

L rexpress ion  de  A% dev ien t  :

Les valeurs de A % ainsi calculées pour chaque dilution de la solution

à tester sont reportées sur un papier semi- logari thmique, €t la part ie

l inéaire centrale de Ia courbe sigmoidale pernet,  Pâr interpolat ion,

df obtenir  en abscisse la C$g lui  correspond à un Aégal à 50 /" .

-  Calcul  du rapport  I -  ae la diminut ion de I t intensi té lunineuse sur

l f  intensi té résiduel le

( I o x F ) - I t

I t

o 
L / .=  ( roxF)- r t  x loo

I o x F

Io = bioluminescence de Ia suspension bactér ienne au temps O

It  = bioluminescence de la suspension bactér ienne au temps t

O To = bioluminescence de la suspension témoin au temps O

Tt = bioluminescence de Ia suspension térnoin au temps t.
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Les valeurs de [- ainsi que les concentrations en toxique reportées sur

papier log-1og pernettent dtobtenir  une droi te de régression. A f

égal à I  correspond en abscisse

par interpolation.

fa CIO qui ne doit être déduite que

Dans nos travaux, nous avons ut i l isé le rapport  f .  Les droi tes

O

o

o

o

o

dose-effet  ainsi  que les Clg ont été obtenues par calcul  de régression

l inéaire.

Lorsqur i l  n res t  pas  poss ib le  d ra t te indre  50  % a ' inh iU i t ion  de  la

Iuninescence du fai t  dtune trop faible toxici té,  les résultats sont

exprinés par les valeurs ae A% obtenues.

4.2. RESULTATS

4.2 .1 .  fn f luence de  la  durée  dr incubat ion

- Etude sur le 3-5 dichlorophénol

La ClO du 3-5 dichlorophénol a été déterminée à une température de 15oC

après  J ,  10  e t  l J  n in .  d r incubat ion ,  e t  2  répét i t ions  on t  é té  réa l i sées  avec

le même réact i f  biologique ( lableau 7).

Tableau 7 : Variat ion de fa clo-l5oc (ne/t) du 3-5 dichlorophénol en fonction

d e  l a  d u r é e  d e  I t e s s a i .

Durée de  I ressa i

(min .  )

tto (mglr) tto (nelr) Cl6 -noYenne

l e r  essa i  2ème essa i  (nS/L \

5
l 0

15

4 1 3

4 'o
3 1 9

4 1 7

4 '4

4 '4

4 '5
4 1 2

4 1 2

ta ClO diminue légèrernent au cours du temps. ta CIO-15 nin. représente

I

o

pour les essais I et 2, respectivement 91 et 95 % de fa ClO -5 min.
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Cette étude qui v ise à comparer les résultats de 2 essais après J,  10 et

15 min. de contact toxique-bactéries, peut sfapparenter à un plan expérinental

à deux facteurs, le facteur i lessai i l  et  Ie facteur rr tempsrr.  Et l ranalyse de

variance ne met pas en évidence d'effet  s igni f icat i f  du facteur temps

drincubat ion avec un r isqueotégal à 5 /" .

La toxicité du 3-5 dichlorophénol sera donc étudiée après 5 min.

d I incubation.

- Etude sur Ie sulfate de cuivre

ta CIO du sulfate de cuivre a êtê déterminée pour différents temps

drincubat ion var iant de 5 à 8O min. et  une tenpérature de 15oC ; à part i r  d 'un

mêne réact i f  biologique, 3 essais ont été menés jusqu'à {0 nin. et  Ie fr

essai a étê poursuivi  jusqurà 80 min. (Tableau I  ) .

Tableau 8: Variat ion de fa C!O-15oC (neh) de CuSOO en fonct ion de la durée

d e  l r e s s a i .

o Durée de  I ressa i

(min .  )

.to 6e/L)
2ème essai

.to (mglr)
1er  essa i

tto 6e/t) cls -morenne

3ène essai (mell)

o
5

l 0

15

20

30

40

5o
60

7o
80

2 '14
L r43
1  ,40
o ,82

o 146
o 146
o,42

or 38
0 ,35

o r32

1 r  98

1 ,74

1 r l 1

o,75
o,46
0,35

1 ,69

I  , 60
l  r l4
o rSo

o  r48
o,37

l r94
| '59
| , 22

o r79
o ,47

0 ,39lo
I

lo

t

o
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Les résultats obtenus avec les essais 1, 2 et 3 pour des durées

drexposit ion var iant de 5 à 40 min.,  t rai tés au moyen de I tanalyse de var iance

selon un plan expérimental à 2 facteurs, Ie facteur rrtenpsrf et le facteur

rressair ,  conduisent à un effet  s igni f icat i f  du facteur rr tenpsrr avec un

risque o( égal à 1 o/oo.

La figure t3 .lous ilortre que la CI5g diminue très fortement au cours des

20 premières ninutes. La CI5O-20 min. ne représente plus qurenviron 41 16 de la

CI50-5 nin. Après 30 nin., Ia CI56 tend vers une valeur asynptotique.

Un tenps de contact de 30 nin. entre CuSOO et le réactif bactérien nous

semble donc un bon compronis permettant draccroître la sensibi l i té et la

précision de la nesure tout en assurant une réponse suffisamment rapide pour

un tes t  de  tox ic i té .

4.2.2. Inf luence de la tenpérature dr incubat ion

Lrinf luence de Ia température sur la toxici té de CuSOO a été recherchée

en déterninant la CI5g successivement à 15 et 20oC à l raide du même réact i f

bactér ien. Les résultats sont reportés dans le tableau I  c i-dessous.

Tableau 9 :  rnf luence de la température sur la CIro-3O min. (^s/I) de CuSOO.

Température de lressai Nombre dressais Cl6-30 min. Clg-moYenne

(ne/t) ( ne/t)(  oc )

l 5
o

o r24
or  28  o  ,26
o ,26

20

o

o '23
o r25

O '27

t

o
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Figure 13 : Evolution de Ia toxicité de CuSoO sur Photobacterium phosphoreum

en fonc t ion  de  la  durée  de  l tessa i  (e  =  15oC) '
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Le test de Student qui pernet de conparer les tt5' moyennes obtenues à

15 et à 20oC ne met pas en évidence de différence significative avec un risque

e(êsa tàS/ .

Nous réaliserons donc les essais de toxicité de CuSOn à Ia même

tenrpérature que ceux du 3-5 dichlorophénol, soit 1soC.

4.2.3.  Etude de la  répérabi l i ré

La répétabilité du test Microtox sera appréciée par la variabilité
O (exprimée en terne de coeff ic ient de var iat ion),  des ats.  du 3-5

dichlorophénol et de CuS0U déterminées avec différents lots bactériens et

di f férentes solut ions mères de toxique. '

- Toxicité du 3-5 dichlorophénol

La toxicité du 3-5 dichlorophénol, il lustrée par un exenple de droite

dose-effet  (Figure 14),  a êtê mesurée à la température de 15oC et pour une

durée d 'essa i  de  J  minu tes .

Avec une nême suspension bactér ienne, J répét i t ions au moins ont été

réal isées et 4 lots bactér iens di f férents ont été testés. Le tableau 10 rend

compte  des  résu l ta ts .

Les coeff ic ients de var iat ion obtenus avec un nêne réact i f  biologique

f luctuent de 0r4 à environ lO %.

La CI-^ moyenne calculée sur I-rensemble des { Iots bactér iens est de
)u

{rJO ngh et son écart- type est Or2l  ng/L, droù un coeff ic ient de var iat ion de

417 % qui caractér ise la répétabi l i té du test.

-  Toxici té du sul fate de cuivre

La toxici té de CuSOn a étê étudiée après 30 min. de contact

toxique-bactér ies à la temperature de 15oC. Un exemple de droi te dose-effet

est donné dans la f igure 15.

Six lots bactér iens ont été ut i l isés pour tester la répétabi l i té,  et  3

essais au moins ont été conduits avec chaque réact i f  biologique.

Les résultats sont regroupés dans le tableau 11.
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Figure 14 : Exemple de relation dose-effet du 3-5 dichlorophénol sur la

bioluminescence bactérienne permettant la détermination de

ta Cf5g.
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Avec un mêne réact i f  biologique, les coeff ic ients de var iat ion sont

compris entre 2 16 et g %.

la Cl,^-moyenne de CuSO, calculée sur 6 lots bactériens est égale à
5 u - 4

O,32 nE/ I  Ë t  
"o t  

écar t - type  es t  OrOg ng/ t  (so i t  C I ' ' -Cu**  =  0113 10 ,04  ne / t ) '

La répétabilité du test est donc caractérisée par un coefficient de variation

égal à 28 16.

4.2.4. Evaluat ion de la CI(O de quelques substances chimiques

9 substances chimiques choisies parni les polluants les plus courants des

mil ieux aquat iques ont été testées au moyen du bioessai Microtox, en plus de

CuSO. et du 3-5 dichlorophénol étudiés précédennent.
+

parni les toxiques minéraux, nous avons évalué la toxicité du cadmiun, du

zinc et du chrone.

Les toxiques organiques testés appartiennent au groupe :

-  des hydrocarbures aromatiques, Ie benzène,

- des hydrocarbures halogénés, le dibromo l-2 éthane,

- des amines, Ia diéthYlamine,

- des détergents, I 'acide dodécytbenzène sulfonique,

des pest ic ides, dont un herbicide de ta famil le des tr iazines,

Iratrazine, et  un insect ic ide organophosphoré, le malathion.

Le tableau 12 présente les résultats du test Microtox exprinés par la CI5g

en mg/t des toxiques ninéraux et organiques.

La durée des tests est de 30 min. pour les substances minérales, de 15 min'

pour le détergent et de J min. pour les autres substances organiques'

La température est maintenue de façon constante à 15oC'
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: CI.^ (en mg/I) de quelques substances chimiques évaluées au moyen
)u

du test Microtox.

o
Substances testées Seuil de toxicité cl lo ou CIro

(ne/t)"r?;ïiii"'"*

o

o

cu**
cd**
zn++
^6+
U T

3-5 dichlorophénol

Benzène

Dibromo 1-2 éthane

Diéthylarnine

Acide dodécylbenzène
sulfonique

Atrazine

Malathion

0 r l J  +  0 r0 {

2 r7

0 r8

L3

4  rS  +  O ,21

84

735
23,4
2912

>86
84

crto
crto
crzo
crzo
crto

crzo
t t to

crzo

0 r 0 6

0 r 1

o 1 2

3,4
1r5

308
15 ,2

1 2  1 7

o

a
Photobacter ium phosphoreum est sensible aux substances minérales: €tr

part icul ier au cuivre, au zinc dont les CIUO sont infér ieures à I  nE/I .

La classi f icat ion des substances rninérales par ordre de toxici té décroissante

est la suivante : cuivre, zilnc, cadnium et chrome.

Par contre, les substances organiques ne sont que faiblement toxiques sur

Photobacterium phosphoreum, excepté le 3-5 dichlorophénol dont la ats. est

égale à 4r5 ng/I ,  êt  dans une moindre mesure Ie détergent et la diéthylamine

caractér isés par des CI5g voisines de 30 ng/L.

Dans le tableau 12, sont également reportées les CftO ou CIZO qui

permettent d 'apprécier les seui ls de toxici té des substances testées et

drévaluer I f intensi té des relat ions dose-effet .  A ce sujet '  nous signalons que

Ia diéthylamine induit une relation dose-effet à forte pente, ce qui traduit

une amplification rapide des effets toxiques sur Ia bioluminescence en

fonct ion des concentrat ions croissantes appl iquées.
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ETUDE EXPERIIIENTALE DU
CONSOI,II'IAT I ON D' OXYGENE

TEST "INHIBITION DE
DE BOUES ACTIVEES"
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5 .1 .

D4ns ce chapitre consacré à 1tétude expérirnentale du test frlnhibition de

Ia consomnation dtoxygQne des boues activéesrr, nous détaillerons, selon

le schérna de présentation suivi au chapitre précédent, Ia méthodologie

du test, puis les résultats de nos travaux concernang Ia répétabilité

étudiée sur le 3-5 dichlorophénol et CuSOO, êt Ia sensibilité évaluée

Iors du screening de 1l substances chimiques.

De plus, une attent ion part icul ière est apportée à Ir inf luence du

substrat suf Ia spéciat ion des toxiques, Qt quelques mil ieux de

renplacement sont testés.

IIATERIEL E[ ImfiIODES

5 .1 .1 . Présentat ion du test

Le test t t inhibi t ion de la consonmation d'oxygène de boues act ivéesrr a êté

réalisé suivant la norme fSO 8192.

Deux néthodologies sont proposées dans cette norme, selon que lron

recherche Ia toxici té des substances chimiques sur les eaux de surface (part ie

A),  ou sur les instal lat ions de trai ternent biologique des eaux résiduaires

( p a r t i e  B ) .

Nous nous sommes intéressés uniquement à Ia partie A, notre optique étant

de comparer des tests de toxici té bactér iens appl icables à I 'évaluat ion de

pol lut ions vis à vis des mi l ieux aquat iq""" '

5 .1 .2 .  Réact i f  b io log ique

o

o

o

o
Le réact i f  biologique

prélevées dans un bassin

recevant préférentiellement

est habituel lement const i tué de boues act ivées

draérat ion drune usine de trai tement des eaux

des eaux domestiques.

;

I
I

t
I

lo

Afin de limiter la variabilité du matériel biologique, nous avons nis en

place un pi lote ut i l isé dans les études de biodégradabi l i té (projet norme

AFNoR T 73 26il, €t les boues ont été prélevées sur cette installation'
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o

- Disposit i f

Le pilote est représenté dans Ia figure 16 :

le récipent de stockage A contient Iteffluent synthétique dont la

composition est détaillée dans le tableau 13. Cet effluent constitue Ie

substrat des bactér ies et al imente Ie bac dtaérat ion.

la pompe péristatique est régIée au débit ae f l/h.

Ie bac draérat ion C est muni drun verre fr i t té qui assure par bul lage

un méIange intime, ainsi qurune teneur en oxygène supérieure à 2 nS/\.

Ia ponpe à air compriné E provoque en permanence le recyclage des

boues.

- Ie décanteur D permet 1tél iminat ion des eaux trai tées qui sont

récupérées dans le récipient col lecteur F.

- Fonctionnement

.  Le pi lote est placé dans une sal le thermostatée (t  = 22 + 2oC).

le disposit i f  est rég1é de sorte que le volume du bac draérat ion soi t  de

3 I .  Le débit  de 1 I /h assure donc un tenps de rétent ion théorique dans le bac

de 3  heures .

Lrensemencement pr inaire a été réal isé avec 100 mI de boues prélevées

dans Ie  bass in  d raéra t ion  de  la  s ta t ion  d tépura t ion  dreaux  rés idua i res

urbaines de Morigny (Essonne),  et  les bactér ies sont al imentées par l ref f luent

synthétique qui est préparé journellement.

Une période de 3 semaines est nécessaire au développenent et à la

stabi l isat ion des boues act ivées. 400 mI sont ensuite préIevés chaque jour

dans le bac draérat ion af in dtél i rniner les boues en excés et de naintenir  une

charge massique de 0,21 g de nBO5/g de MVS théoriques/i (Mesures réalisées par

Ie Service Etudes et Recherches, Technologies Eaux, IRCHA-Evry).
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Figure 16 : Pilote de boues activées (dans DEGREI'{ONT , 1978) '

Réc ip ien t  de  s tockage
Ponpe  pé r i s ta t i que
8ac  d r  aé ra t i on
Séparateur
Porpe
C o l  l e c t e u r
F r i  t t i
Aé ronè t re
Rob ine t
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lableau lJ : Composition chirnique de I'effluent synthétique.

o

a

o

o

o

o

Substances chiniques (références)
Concentrations

(ne/t't

Peptone (053.15531,  Bio lYon)

Extrait de viande (lSt. l45o7, Biolyon)

Urée (28,877 23, Frolabo)

Monohydrogénophosphate de Potassium; K, H POO
(5100,  Merck)

Chlorure de sodium i NaCI (27 8lO 364, Prolabo)

Chlorure de calcium dtihydrate : CaCl, 2 HZO
(22 317 297, Prolabo)

Chlorure de magnésium heptahydrate : MgSOOT 7 HZO
(25 165 23, Prolabo)

160

110

3o
28

7

4
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Ia stabitité du pilote est contrôlée par la nesure des MBS. Et les boues

act ivées sont régul ièrement observées au microscope. A t i t re i l lustrat i f ,

quelques photos de boues activées prélevées sur pilote sont présentées (photos

n o 1 à 9 ) .

5 .1 .3 .  Réact i f s  ch imiques

- Solution isotonique

EIle est ut i l isée pour laver et di luer les boues act ivées :

NaCl 5 g

MSSOO ,  T  \O 
o , r2  g

q . s . p .  1 0 0 0  m I  e a u  d i s t i l l é e .

- Milieu synthétique

I l  const i tue Ie substrat des bactér ies au cours de l tessai de toxici té.

Sa composit ion chimique est proport ionnel lenent ident ique à cel le de

Ireff luent synthét ique, mais i l  présente une concentrat ion 100 fois plus

éIevée (Tableau 14).  Avant ut i l isat ion, ce mi l ieu est v igoureusement agité,  et

I e  p H  e s t  a j u s t ê  à  7  r J  +  0 r 5 .

I l  est précisé dans la norme que le mi l ieu synthét ique peut être gardé

jusqurà une semaine à une température comprise entre 0 et 4oC, et i l  peut

également être stér i l isé. f t  nous paraît  plus prudent d'ef fectuer Ia

s té r i l i sa t ion ,  car  ce  mi l ieu  es t  t rès  r i che  e t  les  contaminants  s 'y

développent facilenent et rapidement.

Nous avons donc f i l t ré Irurée sur rnembrane 0145 Jl l r  et  l 'es autres

const i tuants ont été autoclavés à 120oC pendant 3o ninutes.

- Autres milieux

Des ni l ieux nutr i t i fs de remplacement ont été testés (Tableau 14) ;  i ls

se caractér isent par la présence de glucose seul à di f férentes concentrat ions

(mil ieu No 1),  ou de glucose accompagné de sels minéraux (mi l ieux No 2 et

No 3),  €t  enf in de glucose préparé dans ]e ni l ieu minéral  de l ressai de

biodégradabi l i té STURM (AFI0R T 90 306).
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o
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B O U E S  A C T I V E E S  E N  F T O C S  A U
C O N T O U R  B I E N  N E T  .  I N D I C  E  D ' U N E
A P T I T U D E  C O R R E C T E  A  L A
D E C A N T A T I O N .

o

o

o

o

? l l 0 T 0  f . t  ! B A C T E R I E S  E T  E L E M E N T S
F A U N I S T I O U E S  D E 8  B O U E S

A C T I V E E S ,  P R O T O Z O A I  R E S
F I X E S  E T  O R G A N I S M E S
D E  T R  I  T  I V O R E ! I  ( N E M A T O D E S  I .

B A C T E  R I  E 8  E T  M E T A Z O A  I R E S

D E S  B O U E S  A C T I V E E S  I
N E M A T O D E  S  E T  R O T I  F E R E S .

? l f ï !  l .  t  :
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I I | | T O  I . I :  P R O T O Z O A I R E  C I L I E  H O L O T R I C H E
( G E N R E  P A R A M E C  I U M  ' .  O C C U P A N  I

L ' E S P A C E  I N T E R F L O C .  E T
P R E D A T E U R  D E S  E A C T E R I E S

L I B R E S  C E  C I L I E  E S T  T R E S

A V I D E  D  O X Y G E N E  O

? ; O T O  I . I :  P R O T O Z O A I R E  C I L I E  P E R I T R I C H E ,

G E N R E  V O R T I C E L L E ,  F I X E  D A N S

L E  F L O C  E T  S E  N O U R R  I S S A N Ï

D E  B A C T E R I E S  T I B R E S .

o

'TITI l , l :  P R O T O Z O A I R E  C I L f E  P E R I T R I C H E

S O U S  -  C L A S S E  S U C T O R I A .

I N D I C A T E U R  D E  L A

S T A B I  L  I S A T I O N  D E S  B O U E S
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? t0T0  l . t  : RO r I F E R E S

A D I N E I A .

D L '  ( ; E N N E

PIIOT|I  T.  T

N O T I F E R E S  D U  ( J E N R E

D f G f N O N T A  :  C E S  M E T  A Z O ^ l n E S

S O N T  C A R A C T E R I S T I O U E S

D ' U N E  B O U E  A  F A I B L E

C H A R G E  E T  O ' À C E  E L E V E F

? t0T l  l . l

N E M A T O D E S .  V E R S  L I S S E S  D E

I O O  A  I O O O  P r n ,  P R E S E N T S  D A N S

L E S  B A S S I N S  A  M O Y E N N E  E T

F A I B L E  C H A R G E .  I L S  S O N T

D E T R I T I V O R E S  O U  P R E D A T E U R S

D E  P R O T O A I R E S .
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-  Substances testées

Les  subs tances  tes tées  sont  p résentées  au  chap i t re  4 .L .1 .  Pour  les

pest ic ides, un t iers-solvant est ut i l isé ;  I  ratrazine est directement

solubilisée dans du DI"ISO et la solution mère de malathion est préparée dans du

DMSO 2 76. Aucun effet inhibiteur du tiers-solvant sur Ia consonmation

d 'oxygène n 'a  é té  observé  dans  nos  essa is  témoins .

5 . 1 . 4 .  M a t é r i e l

Le matér iel  nécessaire à Ia réal isat ion du test est le suivant :

- un oxJrnètre digital CG 86/, Beckrnan.

- rJes f lacons nunis de bouchons rôdés tai l lés en biseau qui

permettent après rempl issage complet d 'ét iminer toute bul le d'air .  Avec

ce type de f lacon5 i l  es t  nécessa i re  d tu t i l i se r ,  par  concent ra t ion  en

toxique, autant de f lacons qut i l  est prévu de mesures droxygène.

Nous avons aussi testé un des systèmes préconisés par la norme,

lrer lenmeyer avec un bouchon en caoutchouc traversé par un tube de

verre dans lequel devaient sréchapper les bul les d'air .  Mais ce système

s res t  avéré  ine f f i cace .

Par la suite, nous nous sommes équipés de flaccns avec entonnoirs et

bouchons rôdés spécialement adaptées aux mesures répétées dtoxygène

( F i g u r e  1 7 ) .

-  3 bi l les de verre de 1r5 cm de diamètre par f io le.

-  un agitateur rotat i f  qui  provoque le mouvement des bi l les à I ' intér ieur

O des f io les assurant ainsi  l thomogénisat ion du mil ieu réact ionnel.

-  des f i l t res à air  et  des f lacons laveurs.

c
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t ' i gure  17  ;  Ver rer ie  nécessa i re  au  tes t  Consonrmat ion  droxygène r le

b o u e s  a c t i v é e s .

Bouchon rodé

Entonnoir rodé

Electrode à 02

f  lacons de KÂRLSl l t l l l l l
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5.1 .5 .  Pro toco le  expér imenta l

- Mode opératoire

Le mode opératoire, schénat isé dans la f igure 18, conporte les étapes

suivantes :

- Préparation de la suspension de boues activées

400 nl  de boues act ivées sont préIevées dans le bac draérat ion du pi lote

et centr i fugés à 3500 tr /nin.  pendant J0 minutes. Sur le culot ainsi  obtenu,

drune part  J prélèvements sont effectués af in dtétabl i r  un rapport  poids

frais/poids sec, €t  drautre part  une suspension mère de boues act ivées

équivalente à environ I  ,5 g/I  en nat ière sèche est réal isée par addit ion de Ia

solut ion isotonique. Du fai t  des 24 heures nécessaires à Irobtent ion du poids

sec, Ia concentrat ion réel le de Ia suspension de boues act ivées nrest connue

qura  pos ter io r i .

La suspension de boues act ivées est ut i l isée le jour même de sa préparat ion ou

le lendenain.

La norme ISO consei l le dtut i l iser une suspension mère de boues drenviron

S eh en MES, ce qui correspond à 100 mg/I  dans le mi l ieu réact ionnel.

Cependant,  avec de tel les concentrat ions en bactér ies dans nos essais,  la

consomnation droxygène est t rop rapide et I ron ne peut réal iser les nesures

sur  J  heures .

Nous avons donc ut i l isé une suspension mère de boues drenviron l15 gh en MES,

soit  environ 50 mg,/ l  dans Ie mi l ieu réact ionnel,  qui  nous a pernis de

respec ter  Ie  dé Ia i  du  tes t .

-  La phase draérat ion

Après avoir  été f i l t ré puis humidi f ié par passage dans des f lacons

Iaveurs, l rair  est envoyé dans les solut ions suivantes :

)s la

iê Ie

suspension de boues activées à 1 ,5 g/I en MES

milieu synthétique

I reau d is t i l l ée  de  d i lu t ion

réact ionnels,  contenue dans des

pour la préparat ion des mi l ieux

erlenmeyers de I  l i t re.
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-  Préparat ion de la solut ion de boues act ivées.

I

o

o

t t e

prélèvement

de boues
m l )

centr i fugat i  on
JJ00 rpm x 30 min.

boues

gue

I
lon
00

I
d e

Ma

Echanti l
Q

o

o

o

Addition de la solution
isotonique

I
I
I
I
t
I

Suspension nère de boues
act ivées à environ t  rS g/L

I

I
I
I
l - - - - -

o

CuIot

- - o O -

o

Polds  f ra is  sur  t ro is  a l iquo ts

I
I Etuve lOOoC - 24 h
I

T
Poids  sec  sur  ces  mêmes a I  iquo ts

I
I
I

-  -  -  Rapport  poids frais/Poids sec

o

I

I

lo

o

o

Figure 18 :  Résumé des di f férentes étapes du mode opératoire.
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Phàse d'aérat ion

t o = 2 0 o C + 2

Bar.bottage dtrant 30 nin.

A l r - -  - - - -  - -  -  - - -  - - -  -  - -  -  - - r - - - -

l l l r l

o

o

o

o

o

o

o

I
I
I
I

T
Solut ion
de boues

I
I
I
I

ï

Mi l ieu
synthé t ique

I
Fiole

o

I

I
I

io

-  Réal isa t  ion

Témoin

d u  m i l  i e u  r ' é a c t i o n n e l

.  20 ml mi l ieu synthét ique

. 20 ml boues act ivées

i HZO qsp 600 ml

Erlenmeyet '  contenant
d e  l r e a u  d i s t i l l é e

B t s a i s  A ,  B ,  C  e t  D

. x rrl toxique

.  20  ml  mi l ieu  syn thé t ique

. 20 ml boues act ivées

. HZO qsp 600 rnl

A r B r C e t D

e n  o x y g è n e  d i s s o u s  t l a r r s  l a  f i o l e

témoin

-  I n c u b q t I o n  e t  m e s u r e  d r o x y g è n e  d i s s o r r s

T o u t e s  l c s  3 0  m i n . ,  m e s u r e  d e  l a  t e n e u r

t é m o i n  e t  d a n s  l e s  f i o l e s  A ,  B ,  C  e t  D .

I
Fio les

o

I
I
I
I

t

I
I
I
I

T

I
I
I

t

Fi gtrre _l I lsrr i te )
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Renarque :  Dans Ie cas où la suspension de boues act ivées nrest pas ut i l isée

le jour même, elle est maintenue sous aération. La norme IS0

préconise, s i  Ie déIai  drattente est supérieur à 24 heures,

d'al inenter journel lenent les boues act ivées. Mais nos essais

préliminaires ont montré une neilleure répétabilité lorsque les

boues sont maintenues sans apport nutritif durant 48 heures.

- Réalisation du milieu réactionnel

Dans chaque er lenmeyer,  ténoin, A, B, C et D, le ni l ieu réact ionnel est

réal isé par I 'addit ion du toxique (sauf pour le ténoin),  du ni l ieu synthét ique

et des boues act ivées selon le protocole décri t  dans la f igure 18.

Après agitation manuelle, le contenu de chaque erlenmeyer est réparti

dans les f io les de nesure munies drentonnoir ,  qui  sont ensuite bouchées en

évitant toute présence de bul les drair .

Les f io les sont ensuite placées sur I 'agi tateur réglé à une vi tesse de

100 rpm. Le début de l ragi tat ion correspond au temps To.

- Mesure de Ia teneur en orygène dissous

Toutes les 30 min. environ on mesure Ia teneur en oxygène dissous dans la

f iole témoin et dans les f io les contenant Ie toxiquer €D ayant soin de suivre

l ro rdre  c ro issant  des  concent ra t ions  tes tées .  De p lus ,  en t re  chaque mesure ,

1 té lec t rode es t  r inçée avec  de  l reau d is t i l l ée .

J nesures d'oxygène par f io le sont réal isées en 3 heures. La durée drune

nesure  es t  de  1130 min . ,  e t  e l le  s re f fec tue  sous  ag i ta t ion .

- Test préliminaire

Le test prél iminaire est réal isé avec au moins 3 concentrat ions de la

substance à tester,  Ie témoin, et  un contrôle physico-chimique sans bactér ies

avec Ia plus forte concentration en toxique.

Ce contrôIe permet de mettre en évidence une variation de la concentration en

oxygène due uniquement à des phénomènes physico-chimiques.
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-  Test déf ini t i f

Le test déf ini t i f  est réal isé à I taide drau moins 4 concentrat ions en

toxique et du ténoin. Si  une variat ion d'oxygène a été observée dans le

contrôIe physico-chimique lors du test prél i rninaire, des témoins

physico-chimiques doivent être effectués pour chaque concentration en toxique.

5 .1 .6 .  Express ion  des  résu l ta ts

- Consomnation dtoxygène

Les concentrations en oxygène dissous mesurées durant 3 heures nous

permettent dtapprécier les cinét iques de dininut ion de lroxygène dans les

ni l ieux testés, exprimées par la consommation d'oxygène en mg 0,par g de MES

et par heure (ng e.Z,/g MES/h).

- Ca1cul de 1a CI(o

Le pourcentage d' inhibi t ion pour chaque concentrat ion en toxique est

calculé selon la fornule :

f %  _  C t é m o i n - ( C e s s a i - C p c )  x t O
C témoin

C témoin = consonmation d'oxygène par g de MES et par h. chez le témoin.

C essai = consonmation dtoxygène par g de MES et par h. pour les essais

contenant di f férentes concentrat ions en toxique.

C pc = consommation d'oxygène par h. chez Ie ténoin physico-chimique.

La courbe rrpourcentage dr inhibi t ion en fonct ion du logari thme de Ia

concentrat ion en toxiquerr nous permet de déterminer Ia ClO, concentrat ion qui

inhibe 5O /, de la consommation droxygène.

Renarque :  Les droi tes ont été obtenues par calcul  de régression l inéaire, €t

les CI59 ont été calculées à part i r  de l 'équat ion des droi tes.

o

o

o

o

o
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5.1.7. Dosage potent iomètr ique du cuivre l ibre dans le mi l ieu réact ionnel

- Réactifs chimiques

Une solution de NaNO3r 9l Q79552!J, Protabo) est util isée pour naintenir

une force ionique stable lors des mesures avec 1'éIectrode à cuivre.

La courbe étalon est établ ie à part i r  de 2 solut ions mères de cuivre

respect ivement à 016 et à 6 gh.

- Matériel

Le matér iel  nécessaire à cette étude est Ie suivant :

- nne électrode à cuivre 0RI0N, nodèle 9429,

- une électrode de référence sinple jonction ORION 90 01,

- un pH-mètre millivoltmètre TACUSSEL, type ISIS 20 000,

- un agitateur magnétique.

- Mode opératoire

La gamme étalon a êtê établie pour des quantités de cuivre tibre, Ct** ,

conpr ises  en t re  6  e t  1000 -ug  contenues dans  50  ml  d 'eau dés ion isée,

addit ionnée d' l  mI de NaNO3, 5M.

Les nesures sont ensuite conduites avec 1rélectrode à cuivre dans JO mI

des milieux étudiés contenant 40 mg/I de Cus04 (soit 796 -ug/t ae

Cu++ théorique),  auxquels on ajoute également 1 ml de NaN03, 5M.

Les valeurs lues reportées sur Ia ganme étalon nous fournissent les quant i tés

réel les de cuivre l ibre présent dans les mi l ieux étudiés.

Ces opérat ions sont effectuées dans une pièce thernostatée à 2O + 2oC et

les nesures à I télectrode se font sous agitat ion nodérée.
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5.2. RESULTATS

5.2.1. fnfluence du milieu synthétique sur la concentration en cuivre libre

Les mesures de consommation dtoxygène des boues act ivées sont réal isées

en présence drun substrat,  const i tué par le mi l ieu synthét ique, et nous avons

voulu évaluer l r inf luence que pouvait  avoir  ce mi l ieu sur la spéciat ion des

toxiques, en prenant conme exenple le cas du cuivre.

Avec une électrode spécifique, la concentration en cuivre libre, Cr**

dans 
. le mi l ieu dressai a êtê mesurée, après addit ion de 40 mg/t  ae cus04.

Le mil ieu dressai a été réal isé selon le protocole décri t  au chapitre

5 .1 .5 . ,  na is  la  so lu t ion  iso ton ique a  é té  a jou tée  sans  les  boues ac t ivées ,

notre object i f  étant drévaluer I ' importance des phénomènes de complexat ion

I iés essent iel lenent au substrat.

Le pouvoir conplexant de la fraction organique, de Ia fraction minérale,

ainsi  que de chaque substance const i tuant le ni l ieu synthét ique, a également

été quant i f ié en respectant les concentrat ions énoncées dans la norne fSO.

Le pH de chacun des milieux et de la garnme étalon a été ajusté à Ia

valeur de pH nesurée dans le mi l ieu réact ionnel complet.

Le tableau lJ regroupe les résultats exprirnés en % de cuivre libre par

rapport à la quantité théorique additionnée. La gamme étalon est en annexe 2,

f igure { .

Ces résultats démontrent l rampleur des phénonènes de conplexat ion. En

ef fe t ,  dans  Ie  mi l ieu  réac t ionne l  te1  qu t i l  es t  u t i l i sé  lo rs  du  tes t

consommation droxygène (hormis le réact i f  biologique),  le cuivre l ibre ne

représente plus que 0,25 /"  du cuivre addit ionné.

La fraction organique avec seulement O 14 f8 de Cu++ est fortenent

impliquée dans les phénomènes de complexation, et ce sont surtout Ia peptone

et l rextrai t  de viande qui se l ient au cuivre.
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Lrurée a étê testée après autoclavage ou f i l t rat ion car dans la norne fSO

lrurée est autoclavée, alors que nous avons préféré la f i l t rat ion. 11 est

intéressant de noter que Irurée f i l t rée diminue moins fortement la proport ion

de Cu++ que I 'urée autoclavée.

La fract ion minérale avec 11r1 % ae cuivre l ibre intervient également

dans les phénomènes de complexat ion, et  KTHPOO est Ia substance responsable.

Par contre, CaCl, , NaCl et MBSOO ne dininuent que faiblement les

concentrat ions en cuivre l ibre.

Dans l reau dés ion isée,  on  ne  re t rouve que pOr5  % de cu iv re  l ib re .  Ce

résultat  peut être expl iqué par des phénomènes de précipi tat ion l iés au pH.

Compte tenu de Ia di f f icul té à ajuster le pH dans lreau désionnisée, Ia mesure

a êtê effectuée à pH 619 alors que pour les autres mi l ieux, le pH est compris

e n t r e  6 1 1  e t  6 1 2 1 .

Signalons enfin que Ie glucose à la concentration de 2 g/t ne complexe

que faiblement Ie cuivre (9314 % de Cu++).

Tableau lJ :  Mesure du cuivre, l ibre dans divers mi l ieux réact ionnels.

Mi l ieu  tes té Pourcentage de cuivre libre;t

o

o

o

o

o

o

pH

o

o

Eau désionisée

Substrat total

Fraction organique

Peptone

Extrait de viande

Urée f i l t rée

Urée autoclavée

Fract ion ninérale

K H P O
24

C a C I  2 H 0
2 '  2

NaCl

MgSO, ,  7 H^O
+ L

6 ,94

6 ,19

6 ,14

6  r2 l
6 ,  1o

6, r4
6 ,19

6 ,17

6 r  18

6 r  15

6  r l 7
6 r  18

90,5
o '25
0 r 4

0 r 6

l 1 7

84,3

64,9

1 1 r 1

1 0 ,  1

8219

8 8 r 4

87,7

o

o

)ï Pourcentage de cuivre libre = Cu+* mesuré/cu++ théorique x 100
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5.2.2. Consomnation d'oxygène de boues act ivées en présence drautres mi l ieux

La nise en évidence des phénomènes de complexation du cuivre par le

nilieu synthétique nous a conduit à envisager des milieux de substitution pour

le test inhibi t ion de la consommation d'oxygène de boues act ivées.

Le tableau l6 regroupe les quelques essais que nous avons réal isés avec

le glucose, seul ou en présence dtéIéments minéraux. Les résultats sont

exprimés en pourcentage de lract iv i té respiratoire mesurée avec Ie ni l ieu

synthét ique.

Tableau 16 :  Act iv i té respiratoire des boues act ivées avec di f férents mi l ieux.

Glucose;.'

(e/t) Milieu No 1_y,_)+

Activ i té

Milieu No z_)+ji

respiratoire ( / , )

Milieu No 3-)êrt Milieu No 4)i-)i

o 0 '03
0 '33

1 ,67

3 ,33
6 ,67

38

J I

37

28

28

r4
zl 33 66

o

o

a

o

o

iê Concentrat ion f inale en glucose dans le mi l ieu réact ionnel

; i - ) i  p6q1 la composit ion précise des rni l ieux 1, 2,  J et 4,  cf  .  tableau 14

Les mil ieux de subst i tut ion testés ntassurent pas une consommation

dtoxygène suff isante des boues act ivées qui permettent Ia réal isat ion des

tests d' inhibi t ion. Seul 1e mi l ieu No 3 montre une act iv i té relat ivement

importante, mais iI contient KTHPOO dont nous avons vu précédemment Ie pouvoir

complexant,  ce qui exclut son ut i l isat ion conme mil ieu de remplacement du

mil ieu synthét ique.

Faute d'une act iv i té respiratoire suff isante avec les mi l ieux de

remplacement testés, l tétude de la répétabi l i té et de la sensibi l i té du test

Consonmation droxygène des boues act ivées sera donc conduite en présence du

mil ieu synthét ique selon Ie protocole décri t  au chapitre 5.1.5.

o
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5.2.3. Consommation droxygène chez les témoins

Préalablement à toute étude de toxici té,  la var iabi l i té de I 'act iv i té

respiratoire de témoins préparés à part i r  d 'un même échant i l lon de boues

act ivées a été recherchée. Le taux de consonmation spécif ique droxygène

ca lcu lé  sur  $  essa is  es t  de  [0 r2  +  1r5  mB Or /g  de  MES/h ,  d 'où  un  coef f i c ien t

de variation de 3r7 /". La variabilité entre témoins pour un même échantillon

de boues act ivées est donc faible.

Par contre, l tact iv i té respiratoire spécif ique moJrenne, calculée sur

Irensemble des témoins des tests de toxici té conduits avec des échant i l lons de

boues ac t ivées  d i f fé ren ts  (n  =  26) ,  es t  éga le  à  53r4  +  25r t  ngO2/s  de  MES/h ,

ce qui nous donne un coeff ic ient de var iat ion très élevé de 47 %.

Cette act iv i té respiratoire spécif ique moyenne expl ique Ie choix drune

conqentrat ion en MES de J0 mg/l  dans Ie mi l ieu dressai (soi t  environ L,5 g/I

dans la suspension mère de boues act ivées) pour que soit  assurée une

consommation opt imale droxygène durant 3 heures.

5 .2 .4 .  E tude de  la  répétab i l i té

- Toxicité du 3-5 dichlorophénol

Un exemple est donné dans la f igure 19 des mesures droxygène dissous dans

I ressa i  téno in  e t  les  essa is  avec  tox ique.

ta CI56 est ensuite calculée à part i r  de Ia droi te dose-effet  représentée

dans Ia f igure 20.

Les résultats obtenus lors de l tétude de Ia répétabi l i té au travers de

l 'évaluat ion de la toxici té du 3-5 dichlorophénol f igurent dans le tableau 17.

Les coeff ic ients de var iat ion résultant d 'essais avec un même échant i l lon

de boues act ivées sont compris entre 4 et 15 /" .

La Cf^ calculée sur 8 essais avec des échant i l lons de boues act ivées
J.J

d i f fé ren ts  es t  éga le  à  10 ,0J  +  1 ,47  ne /L .

La répétabi l i té du test est donc caractér isée par un coeff ic ient de var iat ion

de 14,6 16.

Ce tableau met également en évidence I 'absence de corrélat ion entre les

taux spécif iques de consommation droxygène chez les témoins, €t  les valeurs

des CI5g correspondantes obtenues avec le 3-5 dichlorophénol.
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Figure 19 :  Consomnation dtoxygène des boues act ivées dans lressai témoin (o),

et les essais A, B, G et D contenant respect ivenent ô 5 ng/I ,

. lo ng/I, o 15 ng/L et t 2o ng/L de 3-5 dichlorophénol.

mg
mg
mg
ng
mg

o Activ i té témoin = 6418
A c t i v i t é e s s a i A = 4 5 1 8
A c t i v i t é e s s a i 9 = J 2 r 2
A c t i v i t é e s s a i C = 1 6 t 4
A c t i v i t é e s s a i D =  9 r 2

M.S.  (mat iè re  sèche)
M . S .
l , t.s.
M .  S .
M .  S .

o2/h/.s de
o2/h/e de
o2/h/.e de
o2/h/s de
oz/h/e de

o

o

o

I
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o

t

z
I
=
I
-
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3.5  DTCHTOROPHENO!  (me r t  I

Exemple de relat ion cLose-effet  du 3-5 dichlorophénol

consomnation r l 'oxygène de boues act ivées pernettant

de  Ia  Cfcn .
J v

sur Ia

la détermination

o

Figure 20 :
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Tableau lJ : CI.n fue/L) du 3-5

Consomnation d I oxygène

dichlorophénol évaluée au noyen

des boues act ivées.

o

du tes to

o

o

Consommation
spécifique
droxygène chez
les témoins
(mg o2/g de
MEs/h)

Nombre
d r e s s a i s

Clç6-nofenne +
écaÉî-type (meZr)

Coefficient +?Intervalle

de variat ion de conf iance de
06) ta cl5o fue/L)

o

57,2

74,6
84 ,8

115r  3

99

46,3
83 ,3

44,4

3
3
3
2

2

2

I

1

l rOJ  +  0 r8 !

10180  +  o ,44

10 r19  +  1 r55

7  , 42
l l  ' 94
g ,77

9 ,49

t l , 7o

9,9

4 ' l
15 ,2

9ro5
10 ,80

10 ,  19

3 ,84
l , 9 l

6,67

+

+

+

o

o

o

o

o

Cl5g-moYenne =

-)É fntervalle où

dichlorophénol

10,05  !  1 ,47  ne / I

I r o n

pour

a 95 % de chances de trouver la CI5O

un échantillon donné de boues activées (m t

du 3-5

t  Sx)
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- loxicité du sulfate de cuivre

o

o

o

fonction du logarithne

figures 2I et 22.

Les résultats des

tableau 18.

Tableau 18 :

Les courbes représentatives des relations tt02/f(temps)" et ttrnhibition en

de Ia concentration en toxique" sont données dans les

tests sur Ie sulfate de cuivre sont résumés dans Ie

CI50 6e/t) de CuS04 évaluée au moyen du test Consommation

dtoxygène des boues activées.

o
Consomnation
spécifique
dtoxygène chez
les térnoins
(ns o2/s de
MEs/h)

Nombre
d  r e s s a i s

CIçgmoyenne +
écaËi-type (neZl)

Coefficient xfntervalle

de variation de confiance de
06) Ia cr5o 6s/t)

+

+
o 3

3
1

I

1

Cr5g-rnoyenne = 23,74 ! 4,26 ne/T

x Intervalle de confiance où I'on a 95 % de chances de trouver Ia CI'O de

CuS04 pour un échantillon donné de boues activées (m + t Sx)

Pour les essais menés avec un même réact i f  biologique, Ies coeff ic ients

de variat ion restent infér ieurs à 9 %.

La noyenne des CI56 obtenues avec différents échantillons de boues

acrivées est égale i  23t74 14126 ng/I  en CuSO4r soi t  9145 + l rTO mg/t  en Cu+l

ce qui nous donne une variabi l i té de 18 É pour I 'étude de Ia répétabi l i té.

Signalons égalernent Irabsence de corrélat ion entre I tact iv i té

respiratoire spécif ique des témoins et les résultats des tests de toxici té

96,7
63,7

59,4

59,7

4 O  1 6

2 l ,5L

2 t  175
20,gO

Ca,34
31 ,  19

L r6t
1 ,95

7,5

9

2l  '5L
2 t , 75

6,93

8 ,39
:

I

o

o

o

o

o

o

avec CuS04 exprinés par les CI50.
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Figure 21 : Consommation droxygène des boues act ivées dans I 'essai (O),  et  les

essais A, B, C et D contenant respect ivement a 10 mg/l ,  r  t5 nS/L,

o 2J ng/L et t 40 ng/L en CuS0O.

Act iv i té témoin = 59,7 ,ng, o2/! /s de M.S. (matière sèche)
Act iv i té essai A = 45,2 ng 02/h/g de M.S.
Act iv i té essai B = 39,9 ng 02/h/g de M.S.
Act iv i té essai C = 28,8 ng O2/h/e de M.S.
Act iv i té_ essai I )  = 18i8 ng O2/h/E de M.S.

î so
z
I
E .or
?

o

o

o
3 .  5  6  ?  CgtO m 30 to  50

C u S O t  ( n 9 / l  I

Figure 22 : Exemple de relation dose-effet de CuS04 sur la consommation

dtorrygène de boues activées pernettant Ia déterrnination de la

Cr50.o
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5.2 .5 .  Eva lua t ion  de  la  Cf s substances chim

Afin d'évaluer Ia sensibi l i té du test rr lnhibi t ion de la consommation

dtoxygène de boues act ivéesrr,  11 substances chirniques minérales et organiques

ont été sounises à ce bioessai,  et  Ie tableau 1Ç regroupe les Cf5g exprimées

en mg/l.

Tableau 19 : CI.^ (en mg/f) ae quelques substances chimiques évaluée au moyen
)u

du test Gonsomnation dtoxygène de boues activées.

ttso

-)i ,l{T =

CuSO, = Tr7 + 4r3 ne/I

l6n Toxiçre à lO0 nrg/l

Substances testées atg -Consommation

d'oxygène (ne/Ll
Seui ls  de tox ic i té

(melr )

cu*+

cd++

L N

c.6*

3-5 dichlorophénol

Benzène

Dibrono l-2 éthane

Diéthylanine

Acide dodécylbenzène
sulfoniqud

Atrazine

Malathion

9 , 4 5

3 r 8

4rB

1 0 , 1

1 0 , 0 5

7 3O,9

842,6

1 6 5 , 8

7 3 , l

+ l , 7 o

1 l  r 47

NT.r?

NÎ;?

C I ' O  =  2 , 5

CfrO = 0,8

C I ' O  =  l r . 1

CfrO =  1 ,8

C I ' O  =  3 , 7

CTrO = 267

CI rO =  l r5

C I ' O  =  8 5

Cf rO =  13 ,2
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Les résultats obtenus révèlent la faible sensibi l i té de ce bioessai

bactér ien aux toxiques testés ;  en effet ,  sur 11 substances chimiques, 5

substances seulement montrent des CI.r., inférieures ou égales à 10 mg/I.
Jv

Tous les toxiques ninéraux testés induisent un effet inhibiteur sur Ia

consommation dtoxygène des boues act ivées, avec par ordre décroissant de

toxici té Ie cadmium, le zinc, le cuivre et le chrome. Et les Cf5g pour ces

substances se si tuent entre 4 et 10 nçi l .

Par contre 1e test consommation d'oxygène apparaît  peu sensible à

lract ion des substances organiques, puisque seul le 3-5 dichlorophénol nontre

une Cf56 proche de 1o nEh.

Avec les pest ic ides, aucun effet  inhibi teur nra été observé aux concentrat ions

maxinales testées, soi t  100 ng/ l .

Quant aux autres substances organiques, acide dodécylbenzène sulfonique,

diéthylamine, benzène et dibromo 1-2 éthane, Ies CI56 ont bien été déterminées

na is  pour  des  doses  t rès  fo r tes .

Enf in,  nous signalons que conme dans Ie test Microtox, Ia diéthylamine

montre une act ion toxique sur la consonmation droxygène qui stanpl i f ie très

rapidenent en fonct ion des concentrat ionsr c€ dont témoigne la forte pente de

la relat ion dose-effet .

o
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6 - ETUDE EXPERII'IENTALE DU
I'lINERALISATION DU GLUCOSE

TEST "INHIBITION DE LA
CHEZ ESCHERICHIA COLI"

o

e

o

o



o

o

a

o

a

o

o

a

o

a

o

-  110  -

Avec le test 'rrnhibit ion de la minérarisation du glucose u-L4c chez
Escherichia colitr la méthodologie proposée est Ia résultante de travaux

présentés dans la part ie rrRésultatsr ' :

-  Ia concentrat ion en bactér ies et la durée df incubat ion assurant une

mesure correcte de la minéral isat ion du glucose ont été recherchées.
- Lr inf luence sur les résultats des tests du déIai  dtut i l isat ion et du

mode de préparation du réactif bactérien a êtê contrôIée.

Enf in,  un bi lan a pernis de déterniner la proport ion du glucose

respect ivement assimi lé et ninéral isé durant l ressai.

Faisant sui te à ces travaux d'opt imisat ion de I 'essai,  la répétabi l i té

et la sensibi l i té du test ont également été étudiées.

6.1. MATmTEL ET METHODES

6 .1 .1 .  Réac r i f s

- Milieu de culture et solutions chimiques

Escherichia col i  (ATCC 11303) est cul t ivée sur P1ate Count Agar,  PCA

(0479011 ,os r ) .

Les solut ions suivantes sont nécessaires à Ia réal isat ion du test :

- sérum physiologique stérile, / g/1 tlaCt,

-  glucose uniformément marqué au carbone 14 6U-14C) dtact iv i té totate 100

.uCi (CBl D-Glucose, CEA). Cette solut ion nère est di luée dans 50 nl

dreau dist i l lée stér i le qui sont répart is dans des tubes en plast ique

bouchés, de contenance 2 mL, avant congélation,

- phényl-2-éthylanine (7342, Merck),

- acide sulfuriquer HrSOn 5N (9912, Merck),

o

- liquide scintil lant Redisolve (TM HP/8, Beckman).
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-  Substances testées

Les toxiques testés sont présentés au chapitre 4.1.1.

Les solut ions mères de pest ic ides, atrazine et malathion, ont été préparées

directement dans du D}ISO, et nos essais ont montré que le t iers-solvant nra

pas d'ef fet  inhibi teur aux concentrat ions testées.

6 . 1 . 2 .  M a t é r i e l

La réact ion de consommation de glucose steffectue dans des er lenmeyers à

large col de g0 ml,  nunis drun puits central  dans lequel est placé une pet i te

cupule contenant la phényléthylamine capteur de CO, (Figure 23).

Ces erlenmeyers sont fermés hernétiquement par des bouchons en caoutchouc

(4010100, Leune) surnontés de paraf i lm. A travers le bouchon est insérée une

aigui l le à ponct ion lonbaire (622.1.L/2, Polylabo Paul Block) surnontée d'une

seringue de I  ml (01228, Polylabo Paul Block).

Un agitateur permettant une mouvement latéral  assure I thonogénisat ion

mil ieu lors de Ia consommation du glucose, et une f ixat ion eff icace du C02.

La réact ion a l ieu dans une pièce thermostatée à 2O + 2oC.

La radioact iv i té est nesurée sur un compteur à scint i l lat ion Intertechnique

4000 relié à une inprimante.

6 .1 .3 .  Pro toco le  expér inenta l

- Préparation du réactif biologique

Escherichia col i  cul t ivé sur mi l ieu PCA à 37oC pendant 24 heures, est

repiquée successivement 3 fois.  Les bactér ies sont ensuite prélevées par

raclage et nises en suspension dans le sérum physiologique stérile de façon à

atteindre environ 50 105 bactér ies par nI.

Cette concentrat ion est obtenue à part i r  drune courbe étalon t 'D0620.r,n 
" .

fonction du nonbre de bactéries cultivables sur nilieu PCAtt préalablenent

établ ie (Annexe 3, f igure 5).  Lors de chaque expérience, Ia concentrat ion en

bactéries est cependant mesurée avec plus de précision par une nunération en

inclusion.

du
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La suspension bactérienne est ensuite placée sous agitation durant t h

avant la réal isat ion des essais,  af in drassurer une bonne homogénisat ion du

réact i f  bactér ien.

Les différentes étapes de la préparation du réactif biologique s,ont

résunées dans la f igure 24 ci-dessous.

Escherichia col i
I
T

J repiquages subcessifs sur PCA
I

Y
Suspension bactérienne dans le

o

Agitation durant t h.
I
U
t

Test  de ' tox ic i té

ContrôIe de la concentration en

bactéries par nunération en inclusion
o

o

Figure 24 : Préparation

glucose chez

du réact i f  biotogique pour le test I tMinéral isat ion du

Escherichia col i f r

a

en

una

Remarque :  Quelques essais ont êtê réal isés avec Escherichia col i

préalablement cul t ivé en mi l ieu l iquide (Annexe 4).  Et les

résultats de toxici té obtenus pour Ie 3-5 dichlorophénol sont du

même ordre de grandeur lorsque les bactér ies sont préalablenent

cult ivées sur gélose ou en mil ieu l iquide.

- Réal isat ion du test

La vi tesse ini t ia le de rninéral isat ion du glucose U-14 C est obtenue
I t

part i r  des cinét iques du 
'*aO, l ibéré durant 12 min.

Chaque cinét ique pour le témoin et les di f férentes concentrat ions

toxique, est réal isée avec 6 er lenmeyers contenant le rni l ieu réact ionnel,

er lenmeyer par temps d' incubat ion (O - 4 -  6 -  8 -  fO et t2 min. ) .

o

o

sérum physiologique (4,J0. 10 5 bact/ml)
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Les contraintes expérimentales ne permettent pas dteffectuer l rensenble

des cinétiques conjointenent. Nous avons donc nené sinnrltanénent une cinétique

ténoin et une cinétique avec une concentration donnée en toxique, soit 12

erleruneyers, et nous avons répété cette opération pour chaque concentration en

toxique testée.

Dans un prenier temps, nous avons distribué 5 ml de ]a suspension

bactérienne dans Irensenble des erlenmeyers.

puis, au niveau de chaque erlenneyer des cinétiques ténoin et toxique menées

conjointenent, sont additionnés successivement :

- 200rrl de phényléthylamine dans Ia cupule centrale,

-  500l1 de HZS04 Pour les tenPs 0,

xrr l  de la substance à tester,  ou x-ul  dreau dist i l lée stér i le pour Ie

témoin, suivi drune rapide agitation manuelle,

100ul  de g lucosu U-14C (15 s .  après le  tox ique) ,  ce qui  correspond à

une concentration finale d'e 24 ,rB/L.

Lrerlenmeyer est ensuite rapidement fermé avec le bouchon en caoutchouc

percé drune aiguille, sur laquelle on fixe une seringue contenant 50O.ul de

H2SO4r 5N.

Puis lterlenmeyer est ptacé sur un agitateur rég1é à 10O rpm.

Le début de Ia réact ion correspond à l raddit ion du glucose.

La minéral isat ion du glucose est stoppee aux temps désirés (4, 6,  8,  lO ou 12

nin. ) par injection dans le nilieu réactionnel des 500 rrt de H2SO4 au moyen de

la seringue. Ltacide permet égalenent au CO2 dissous dans Ie nilieu de passer

à l tétat gazeux.

o

o
L

l

o
Lrer lenmeyer est la issé sous agitat ion

drassurer une fixation conplète du CO2 Par Ia

La cupule contenant la phényléthylanine

dans un flacon à scintillation avec 15 nI de

pendant au noins 4 heures, afin

phényléthylanrine.

est ensuite récuPérée et Placée

liquide scintillant.
to

o
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Après une période de stabi l isat ion drune heure à l robscuri té,  Ies

échantillons sont comptés successivement 3 fois durant 4 ninutes. La néthode

des rapports des canaux est util isée pour la conversion des cpm ( coups par

minute) en dpm (désintégrat ioÈpar minute).

La figure 25 résume les différentes étapes du protocole expérinental.

Renarque : Pour les substances de faible toxicité ou peu solubles, le

protocole peut être modifié afin de pernettre un apport en toxique

plus irnportant ; à 1 nl de réactif bactérien contenant 25 rc6

bact. /ml sont addit ionnés 4 ml de la substance à tester,  puis 100

.pI de la solut ion de glucose u-14c.

6.1.4. E:rpression des résultats

- Mesure du CO2 libéré

La radioactivité nesurée au temps 0 pour Ia cinétique témoin et pour

chaque cinétique en présence de toxique, est retranchée aux valeurs obtenues

pour les di f férents temps de mesure. Cette radioact iv i té correspond au

nouvement propre de Itappareil et éventuellenent à une libération chimique de

coz'

La radioact iv i té ainsi  obtenue après 4, 6,  8,  10 ou 12 min. de contact

substrat-bactéries pour le ténoin et pour chaque concentration en toxique nous

permet de tracer la droi te " l4cozl ibéré (dpn) en fonct ion du tenps (nin.) ' .  on

détermine ainsi à partir des pentes des droites, le taux d" t4CO, émis par

minute.

- CaIcuI de la CISO

Le pourcentage dtinhibition pour chaque concentration en toxique est

calculé par rapport à son propre ténoin selon la for'utrle :

T 4 = R ténoin - R toxique x l0O
R téuoin

o

o

o

o

R témoin

R toxique

= taux ae 14c0, libéré (dpn/nin. ) pour le témoin

= taux de

toxique.

o

t4coz libéré (dpm,/nin.) pour chaque concentration en
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Suspension bactérienne

50 105 bactftrl

I
I

Y
J n l  suspension bactér ienne

(+ 500 ul H,SOO J N pour le temps 0)

+ x ! l  tox ique,  ou HoO pour le  témoin

+ too l l  gru. -or"  l l4c l

I
t

Incubation sous agitation à une to = 20 + ZoC

durant 4 - 6 - 8 - tO ou 12 nin.

I
Y

Arrêt de la réact ion par inject ion

de 500.rrl HrS0O 5 N

I
V

Agitation durant au moins { h pour

firation 4,. 
14c0, par la phényléthylanine

I
V

Récupération de la phényléthylanine

et  nesure de la  radioact iv i té

Figure 25 : Protocole expérinental du test I 'Minéralisation du glucose

chez Escher ich ia col i ' r .

lo
I
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La courbe

concentration

inhibe 50 16 de

Remarque : Les

Ies

6.2. RESULTAÎS

rrpourcentage dtinhibition en fonction du logarithme de Ia

en toxiquerr nous permet de déterminer ]a concentration qui

Ia minéralisation du glucose, Ia CI50.

droi tes ont été obtenues par calcul  de régression l inéaire, et

cl5g ont été calculées à part i r  de I féquat ion des droi tes.

o

o

o

I
I
ta
I

I

O

I

6.2 . r . fnfluence de la concentration en bactéries sur'Ia minéralisation du

glucose

Dans le but de développer un test de toxicité rapide, une cinétique sur

une dizaine de minutes a êtê choisie,  et  nous avons étudié I ' inf luence de la

concentration en bactéries sur la ninéralisation du glucose apporté à la

concentration de 24 ug/I.

Deux concentrat ions en bactér ies ont été testées, 50 lO5 et 108 bact. /ml.

La figure 26 montre que pour 50 105 bact./mlr la cinétique de libération du C0,

sur 14 minutes peut être l inéarisée. Par contre, pour une concentrat ion

supérieure en bactér ies (Figure 27),  Ie substrat devient l imitant après

environ 6 min., et le taux de ninéralisation diminue'

La concentrat ion de 50 l0- bact. /ml a donc été sélect ionnée, dtautant

qutel le nous rapproche des concentrat ions en bactér ies des eaux de r iv ière.

Lorsque les mesures de 14CO^ I ibéré par $0 105 bact. /min. sont
2

poursuivies sur une période de 2 heures (Figure 28), Ia linéarité de Ia

cinét ique est observée jusqurà environ 25 ninutes'

Dans notre test, la cinétique de minéralisation du glucose étant réalisée sur

12 minutes, nous avons donc une narge de sécurité suffisante qui nous assure

que Ie substrat ne sera pas limitant.

6 .2 .2 .  Mise  en  év idence drun  fac teur  r l 'r sur le taux de minéralisation du

Toutes les cinétiques Re pouvant être réalisées sinultanément, Ies

bactér ies vont rester en attente durant des temps variables avant drêtre

sor.rnises à Ia réaction de rninéralisation du glucose. Et nous avons étudié

Ir inf luence du délai  dtut i l isat ion du réact i f  bactér ien sur le taux de C0,

l ibéré en lrabsence de toxique.

glucose

o
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Figure 26 : Cinétique du

Chaque point

de confiance

la fornule :

? a c a t o 1 2 r a

reu rs  I n l a . l
1 Â' *co^ l ibéré par J6,5 10' bact/nrl.

z '
représente la moyenne de 2 essais (n = 2)

à 5 % est calculé à partir de la variance

m + t  
S  

" r " "  
aoro ,  =  (n -1)  x  k

v i i l  = (z- r )xT=7ddr

et  l r in te rva l le

noyenne rrStt selon

o

o

t
I

!

l,
r
ll

3

G'
o
C'

tl

o

a

o
. o ,

f  t r r?S I ' l tn . l

o

Figure 2? : Cinétique ,lu tOtO, 
Iibéré par 9r T rc7 bact/nl.

Lorsque 2 essais ont été réal isés

l t interval le de conf iance à 5 % de

f o r m u l e  :  m  I  a . , p  a w e c  E  =  2

pour un même temps de réaction,

la moyenne est calculé selon 1a

e t  t  à  1  d d l .



a

o

-  i 1 9  -

50  r00
r r u ? s  [ u t x l

7 Â
Figure 28 : Cinétique du 

'*tO, libéré sur une période de 2 h par

44,5 to) bact/ml'
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La figure 29 nontre une forte augnentation de Itactivité durant les

premières heures drattente avec une tendance à Ia stabilisation à partir de 4

heures. Lraugmentat ion dtact iv i té durant les prenières heures drattente est

sans doute imputable à une dininution des ressources énergétiques des

bactér ies en suspension dans Ie sérun physiologique, et l rapport  de glucose

sraccompagne drune rapide ninéral isat ion af in de reconst i tuer les stocks

dténerg ie .

Dans une expérience ultérieure, nous avons observé quraprès 7 heures de

délai  drattente, I tact iv i té nesurée est infér ieure à I tact iv i té ini t ia le.  Et

cette dininut ion d'act iv i té sraccompagne drune baisse du nombre de germes

viables (Tableau 20).

lableau 20 : Influence du détai dtutilisation du réactif bactérien sur le taux

de ninéralis'ation du glucose et sur le nonbre de germes viables.

o
Délai  dtut i l isat ion

( h .  )

Taux de CO2 libéré

m + Sx (2 répét i t ions)

(dprn/min. )

Nombre de bactér ies viables

(bact . /nL)

o
0

7
22rs

157O,55 +  17 ,30

l275,Z l  +  94 ,8O

569,14 + 22rOJ

46 to5
NDJ.'

14 105

I

I

I

'O

o

o

o

o

-)+ ND = Non déterminé

Du fait de la variabilité du taux de rninéralisation du substrat en

fonct ion du déIai  d 'ut i l isat ion du réact i f  bactér ien, nous avons pour chaque

concentration en toxique, réa1isé simultanément un ténoin. Nous avons aussi

vei l lé à ce que Ie test soi t  terminé dans les 5 heures après préparat ion du

réact i f  biologique.

6.2.3. Inf luence du délai  d 'ut i l isat ion du réact i f  bactér ien sur les résultats

de toxici té

Suite à la nise en évidence drun facteur rr tempsrl

bactér ies, nous avons vér i f ié.que Ia méthodologie suivie

toxici té assurai t  des résultats f iables.

sur  l rac t i v i té  des

lo rs  des  essa is  de
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Figure 29 : Influence du déIai d'util isation du réactif bactérien sur Ie
(

taux de ninéral isat ion du glucose par 35 10'  bact ' /m1'

Chaque point représente Ia noyenne de 2 taux estimés à partir

des cinét iques, et les interval les de conf iance à 5 / 'de la

noyenne sont calculés selon la fornule : n t t .!I avec n = 2

ê;r  r  à 1 ddt.  I t

o
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Le 3-5 dichlorophénol à I 18 mgll a êté testé sur Ie

ut i l isé après di f férents temps drattente, selon Ie

témoin/essai toxique simultané, décr i t  au chapitre 6.1.3.

ci-dessous rend conpte des résultats.

lableau 21 : Influence du déIai drutilisation du réactif

t ' inhibition par Ie 3-5 dichlorophénol du

minéral isé.

réact i f  bactér ien

protocole essai

Le tableau 2t

bactér ien sur

taux de glucose

DéIai  drut i l isatron

(rnin. )

Inhibition du taux de glucose minéralisé

06)

o

o

o

o

o

o

105

130

165

190

215

53,4

57,6

59, t

55 ,8

57,4

o

i
I

I

,o
I

Le pourcentage dr inhibi t ion induit  par le 3-5 dichlorophénol f luctue de

53 à 59 % et ne semble pas corrélé à ta durée de la période drattente du

réact i f  bactér ien.

La méthodologie basée sur la réal isat ion en paral tèIe drune série témoin

et drune série avec toxique pernet donc de mininiser l tef fet  du facteur

rr tempsrr sur les résultats enregistrés.

6.2.4. Devenir  du glucose et bi lan carboné

Un bi lan a étê réal isé après 13 min. de réact ion. La radioact iv i té est

mesurée au niveau du 'hO, fixé par Ia phényléthylanine, au niveau des

bactér ies que lron récupère par f i l t rat ion sur membrane mil l ipore Or22stn,

ainsi  qurau niveau du f i l t rat .

Trois répét i t ions sont effectuées, et pour chaque répét i t ion 2

erlenneyers sont menés conjointement ; 1 erlenmeyer pernet Ia filtration du

mil ieu réact ionnel et  conduit  à Ia récupérat ion des bactér ies et du f i l t rat ,

tandis que I fautre er lenmeyer est ut i l isé pour doser Ie C$ radioact i f .
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Les mesures de radioact iv i té réal isées sur les di f férents conpart iments

(COZ, bactér ies et f i l t rats) respect ivement lors des essais 1, 2 et 3 sont

répertor iées dans le tableau 22.

lableau 22 : Répartition de la radioactivité au niveau des différents

compart iments (C02, bactér ies et f i l t rats).

Fract ion Essai 1

(dpm)

Essai  2

(dpm)

Essai  3
(dpm)

Moyenne + écart-type

(dpm)

Coeff ic ient

de var iat ion
(%)

o

coz
Bactér ies

Fi l t rat

r2889

1 6668

570617

r1664

18193

533085

t2017

r6668

599876

r2l9o I 630

17176 I 880

567859 + 33480

5 '2

5 r l

5,9

Total 600174 562944 628562 597227 + 32908

Les nesures au sein de chaque fract ion (CO2 r bactér ies et f i l t rat)

f luctuent autour de 6 %.

Le pourcentage de radioact iv i té assini lé par les bactér ies en 13 min.

représente 4r9 % de ta radioact iv i té totale, dont 2 /o est émis sous forme de

CO2 et 2,9 / '  reste f ixé par les bactér ies.

Le pourcentage de radioactivité résultant de Ia minêralasatron du gluc
1 l

( '*C0",)  par rapport  à la radioact iv i té assimi lée par les bactér ies {14C0, *

bactér ies) est donc de 4t,5 i6.

La radioact iv i té totale qui résulte de la somme des radioact iv i tés

mesurées dans les di f férents compart inents pour chaque répét i t ion, nous donne

une noJrenne égale à 597227 ! 32908 dpm.

La radioact iv i té nesurée directement sur 3 al iquots de Ia solut ion de
l i

glucose U -r4C est de 579596 dpn pour les 100 ll additionnés dans Ie nilieu

réact ionnel.  Si  I ton considère cette moyenne conme une moyenne théorique, Ie

test de t qui permet de comparer une noyenne observée à une moyenne théorique

ne met pas en évidence, avec un r isque O( égal à 5 %, de di f férence

signif icat ive entre la radioact iv i té calculée lors du'  bi lan, et  Ia

radioact iv i té addit ionnée dans le mi l ieu réact ionnel.  Le bi lan est donc

considéré comme sat isfaisant.

5 r5

o

o

radioactivité résultant de minéralisation du glucose
o

o

I
I

I

I

l .

o

i
o
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6.2.5. Erude de ta répétabil i té

- Toxicité du 3-5 dichlorophénol

Un exenple est donné dans Ia figure J0, des droites obtenues pour les

témoins et les concentrat ions croissantes en 3-5 dichlorophénol,  lorsque lron

porte sur un graphe, les mesures de radioactivité résultant au 14c0, libéré

par les bactér ies, en fonct ion du temps dr incubat ion.

La CIF^ est ensuite calculée à part i r  des droi tes dose-effet  (Figure 31).
JU

Les résultats obtenus pour Itétude de Ia répétabilitéau Ûanrers de

l 'évaluat ion de la toxici té du 3-5 dichlorophénol sont répertor iés dans le

tableau 23.

lableau 23 : cr -^ 6s/t) du
)u

minéralisation du

3-5 dichlorophénol évaluée au noyen du test

glucose chez Escherichia col i .

o

o

Réact i f  CI5çninéral isat ion

bactér ien du glucose

(bacr ./nr) 6e/r)

CIUo-molenne +

écart-type

(neir)

Coeff ic ient

de variation

(%\

-Ffntervalle de

de confiance

de la CI56

(melr )

54,5
78,5
46,5

105

105

105

123,7

123,2

t13,6

L2o,2 !  5,7 4 1 7 L2O,2 + 24,5

o

o

'-. Intervalle de confiance : m + t Sx

La moyenne des CfrO calculée sur 3

ce qui nous donne un coeff icient de

pour la répétabil i té du test.

- Toxicité du sulfate de cuivre

essa is  es t  éga le  à  l2OrZ +  5 ,7  ng / I ,

variation relativement faible de 4r7 %

I

l'
1 A

Les droites représentatives des cinétiques de libération du "c02

relations dose-effet pour CuS04 sont données respectivenent dans les

32 e t  33 .

e t  d e s

f igures

o

o
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l ibéré par 46 l0r bact/ml pour les essais

témoins et  les essais avec des concentrat ions cro iss.antes en

3-5 dichlorophénol
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Figure 31 : Exemple de relation close-effet du 3-5 dichlorophénol sur

la minéralisation du glucose chez Escherichia coli permettant

la déterminat ion de la CI50.
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Les résultats obtenus avec CuSo{ pour l tétude de Ia répétabi l i té du test

sont résumés dans le tableau 24.

Tableau 24 : cr5o (me/r) de cus04 évaluée au moyen du test minérarisation du

glucose chez Escherichia col i .

Réact i f  CI56-minéral isat ion

bactér ien du glucose (me/I)

(bact. /nL)

Cl5g-moIenne +

écart- type (ms/f)

Coeff ic ient

de var iat ion

(%)

xlnterval le de

de confiance

de la CI5g

(ne/I)o

o

)?-)i ND

28 105

26 105

57 ,5  105

3 r5

218

5 ,9

418

4 r 2 $  +  l r J S 32 r5 ! , rZJ  +  4 '4

o

o

o

fntervalle de confiance m + t Sx

ND = Non déterniné

La moyenne des CI5g de

( soit CI5g - Cu++ = t 169 I

relat ivement éIevé de 3215 %

CuS04 calculée sur

0 ,55  ng / I ) ,  d ' où

pour  l té tude de la

4  e s s a i s  e s t  { r 2 5  +  l r 3 8  m g / t

un coeff ic ient de var iat ion

répétabi l i té.

6 .2 .6 .  Eva lua t ion  de  la  CI de  que s substances chimi

Onze substances chimiques organiques et minéra1es ont été testées au

moyen du bioessai I ' Inhibi t ion de Ia minéral isat ion du glucos" U-14 C chez

Escher ich ia  g l i t t  a f in  d réva luer  la  sens ib i l i té  de  ce  tes t  à  I 'égard  de

dif férents toxiques. Les valeurs ae CI5O sont présentées dans Ie tableau 25'o

I

io

o

o
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Tableau 25 : CI5O 6g/t) de quelques substances chimiques évaluée au moyen du

test minéral isat ion du glucose chez Escherichia col i .

o

o

o

o

o

O

o

o

o

Substance testée Cl5g-minéralisation du

glucose (me/I)

Seui l  de toxici té

Crls ou cr20(ms/I)

o

++
cu '  

'  
) ' ,1169 +  or55  c r lo  =  o r5

++
cd" 524,r crro = 138

++
Zn"  1 r0  C fzO =  O t l z

6+
Cr" '  33211 CI16 = 213

3-5 dichforophénol IZO,Z + 5,7 CI10 = 74

Benzène YriiNT

Dibromo L-2 éthane -)$'4NT

Diéthylamine 61,5 Cf20 = 20

Acide dodécylbenzène 56,2 CI1O = 46

sulfonique

Atrazine -)1)E-)+NT

Malathion _)c_)$+NÎ

; r  CI50 -  CuS$ = 4,25 + 1,38 mgl l
-)+-)+ NT = Non toxique à t g/l

)r)ê-)r NT = Non toxique à 100 rng/I

Les CI50 regroupées dans le tableau 25 révèlent la très faible

sens ib i l i té  de  ce  b ioessa i .

Les substances organiques testées nront pas dteffet  i rùr ibi teur sur la

minéral isat ion du glucose, si  ce nrest dans Ie cas du 3-5 dichlorophépol,  de

la diéthylanine et de Iracide dodécylbenzène sulfonique à des concenrat ions

é levées .

euant aux substances minérales, Ies résultats sont très di f férents selon

les toxiques ;  Ie test est relat ivenent sensible au cuivre et au zinc, mais

par contre Ie cadmium et le chrome ne sont noci fs vis à vis dtEscherichia col i

que pour des concentrat ions supérieures à 100 ngh'
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7 - DISCUSSION
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7.1. PERFoRIIANCESDES TESTS I.IICROTOX CONSOMMATION D'OXTGENE DES BOTIES

a ACTIVEES EÎ MINERÂLISATION DU GLUCOSEu-14c PAR '€,sctttRlcttrA cou

o

o

o

o

7 . I . 1 .  S e n s i b i l i t é

- Sensibi l i té des bactér ies aux substances testées

Le tableau 26 regroupant les CI5g de di f férentes substances chimiques

pures déterminées au noyen des tests Microtox, Consomnation droxygène des

boues act ivées et Minéral isat ion du glucose par Escherichia col i  i l lustre Ia

réponse des bactér ies aux pol luants de Irenvironnenent ;  parmi les pol luants

minéraux, nous avons recherché la toxici té du cuivre, z inc, cadmium et chrome.

Et les substances organiques testées ont été choisies parni  les hydrocarbures

aromatiques ( 3-5 dichlorophénol,  benzène),  les hydrocarbures halogénés

(d ib romo 1-2  é thane) ,  les  amines  (d ié thy tamine) ,  les  dé tergents  (ac ide

dodécylbenzène sulfonique) et les pest ic ides (atrazine, malathion).

Iln ce qui concerne les substances minérales (cuivre, cadmium, zinc,

chrome), el les se caractér isent par une forte aff in i té pour les groupements

thiols,  et  sont donc suscept ibles de perturber le métabol isme des acides

aminés soufrés et d ' inhiber l ract iv i té de nombreuses enzynes.

Les bactér ies se sont montrées sensibles au cuivre et au zinc

1CI5O ( tO *g,/ f ) ,  mais par contre le chrome et dans une noindre mesure le

cadniun sont peu toxiques, en part icul ier v is à vis dtEscherichia cgl i '

Le cuivre est util isé en agriculture corune anticryptogamique, algicide et

ant ibactér ien, et  le zinc présente de nombreux usages vétér inaires comme

antisept ique ;  i I  est donc logique drobserver pour ces 2 éIéments une forte

toxici té à l 'égard des bactér ies (HAGUENOER et Ft lRON, 1981).

LEVESQUE précise que Ie cuivre est plus toxique que le chrone hexavalent vis à

vis des nicroorganismes, €t des concentrat ions cornprises entre 0r01 et 5 ng/I

réduisent les processus dtauto-épurat ion des cours dreau'

euant au zinc, une concentrat ion de Or0J mg/I  inhibe I tact iv i té hétérotrophe

de la microflore de rivière (ALBRTGIIT et wrLSON, 1974\.

Bien que très toxiquesà 1tégard des microorganisnes, cuivre et z inc sont

des ol igo-éléments essent iels à Ia vie cel lulaire ;  i ls entrent dans la

composition de certains enzymes, cornrne la cytochrome oxydase pour Ie cuivre,

et l ralcool déshydrogénase, la carboxypept idase ou I tanhydrase carbonique pour

le zinc (mcurnorn et FURoN, 1981).

o

o

o

o
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o
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lableau 26 : Toxicité dé quelques substances chimiques éva1uée au moyen des

_ 13r  _

tests Microtox, Consommation

Minéralisation du glucose chez

dtoxygène des boues act ivées et

Escherichia col i .

Substances

tes tées

CI56-Microtox

(mslr )
CI59-Consonmation

d'oxygène (ne/L)

CI 56-Minéralisation
du glucose (ms/ l)

o

o

o

o

Cu ++ 0r 13

cd++  2 r7

zn**  or8

c r6+  t3

3-5 dichlorophénol 4,5

Benzène 84

Dibromo 1-2 éthane ) tOO

Diéthylamine 23'4

Acide dodécylbenzène 29rZ
sulfonique

Atrazine

Malathion
>86

84

9,45

3r8

418

lo r  l

10 r  05

> 100

> 100

> 100
73, l

NT;i-)r

N1-)t.r'i

1,69

) roo
I

) roo

> 100
NTTT

NÎ-)?

61,5

5 6  1 2

NT)i-),'

NTj$$

o
')+ NT = Non Toxique à L g/I

-)r* NT = Non Toxique à lOO mg/l

N.B. : I-le tableau de résultats avec les CfrO exprimées en moles/l est en

Annexe g.

o

o

o
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Parmi les pol luants organiques testés, Ies pest ic ides, atrazine et

malathion, nront pas ou peu dteffet  noci fs sur les nicroorganisnes'  Ce

résultat  nra r ien de surprenant dans la mesure où l tatrazine, herbicide du

groupe des triazines agit spécifiquement sur la photosynthèse, et le

rnalathion, insecticide organophosphoré, est un inhibiteur des cholinestérases'

enzynes essent iels à I tact iv i té des centres nerveux des vertébrés et

inver tébrés .  La  spec i f i c i té  d tac t ion  des  pes t ic ides  à  1 tégard  drorgan ismes

cibles expl ique leur absence de toxici té vis à vis des bactér ies'

.  Pour les autres substances organiques testées, nous constatons une

réponse variable des 3 bioessais au 3-5 dichlorophénoI, à la diéthylanine et à

l ,acide dodécylbenzène sulfonique, et une absence de toxici té de I 'a lcane

halogéné, le dibromo L-2 éthane, et du benzène vis à vis des bactér ies'

te 3-5 dichlorophénoI et I'acide dodécylbenzène sulfonique grâce à leurs

groupements hydrosolubles et l iposolubles sont capables dtal térer les

structures membranaires.

Le 3-5 dichlorophénol intervient aussi de façon plus spécifique' conme

découplant de Ia phospùrorylation oxydative ; les chlorophénols agissent comme

transporteurs de protons à travers Ia membrane, et ils suppriment le gradient

de protons nécessaire à la synthèse dIATP et aur nombreux transports act i fs

(DET0C,  1988) .

Quant au dibromo l-2 éthane et au benzène, ils seraient tous deux

susceptibles de modifier également la perméabilité membranaire par un effet

solvant.

- Sensibilité comparée des 3 tests bactériens

Si I t  on classe les

valeurs de CI 50 
selon

suit :

dif férentes substances testées en fonct ion de leurs

une échelle de toxicité étabtie arbitrairement conme

Très toxique Toxique Moyennenent

toxique

Peu ou Pas toxique

o

o

o

0 r 1  I

11 apparaît  alors clairenent,  dtaprès

I ressa i  Ie  p lus  sens ib le ,  su iv i  du

act ivées, puis du test Minéral isat ion

crso (

Ia f igure J{,  gue le test Microtox est

test Consonmation droxygène des boues

du glucose chez Escherichia coli'



_
 1

3
3

 _

oa

o6a
aooaoo o

xoPo(.)
,/,
=o{-..
otu+
)o()vo0)cE_- 

th

"-! 
o

6
9

:
F

{

:'i 
q0

tttaO
a

6
o

,
x

+
)

=
 

.tt
a

.h
tD

 
'-l

d.â
 

\c)É
\fii 

xi

::P
:.ia
po

o
É

Ê
O

 
.7

)
ut 

bI)
F

'l
d

x
F

lID
É

É
É

É
o

O
 

'.'l
t/,P

.r{ 
c!

d
E

t{ 
E

!
G

lo
A

o
Ë

tÊ
o

o

:cÉ
l

c-)l

E
I

5
l

b
n

|
.J

l
h

l

zII.r 
llJ

rr u
l

2
0

=
3J

F
o

c
t_

- 
Ë

d
c

oo8oooooIoi?ooooaotl!

o

z9ou, atl
z

z
o

u
l

o
o

F
x

U
'O

.tô

gqoC
'

coulot-o3

o

xoFoE9ou,

o



a

o

o

o

o

o

o

a

o

o

- r34-

Si I ton considère Ie groupe des substances classées rr très toxiquesfr et

rr toxiquesrr,  la concordance est éIevée entre les résultats des test Microtox

et Consonnat ion dtoxygène. Cependant,  avec Ie test Consommation droxygène, la

posit ion des substances sur 1réchel le de toxici té est décalée vers des valeurs

plus éIevées des CI56ce qui t raduit  Ia plus faible sensibi l i té de ce test.

En ce qui concerne le test Minéralisation du glucose, le classenent des

substances sur 1téchel le de toxici té est di f férent de celui  des deux bioessais

précédents. En effet ,  excepté le cuivre et le zinc, toutes les autres

substances testées ne sont que rrmoyennement toxiquesrr ou le plus souvent rrpeu

ou pas toxiquesrr.  La sensibi l i té de ce test est donc très sélect ive.

-  Sensibi l i té et spécif ic i té des 3 tests bactér iens

Lrexpl icat ion des sensibi l i tés di f férent iel les des 3 tests bactér iens aux

l l  substances chimiques testées doit  être recherchée dans ce qui fai t  la

spécif ic i té de chaque bioessai,  à savoir  :

-  le réact i f  biologique, et notamment la nature de la souche, Ia

préparation du réactif bactérien et la concentration en microorganismes

dans le  rn i l ieu  dressa i ,

Ie mi l ieu réact ionnel qui  interagit  drune part  sur l tétat physiologique

des bactér ies et drautre part  sur Ia spéciat ion des toxiques,

- et Ie cri tère choisi pour

testées, qui est plus ou

microorganismes.

évaluer les effets toxiques des substances

moins représentat i f  de " l rétat de santé" des

. Réactif biologique

Les 3 tests de toxici té que nous avons étudiés, Microtox, Minéral isat ion

du glucose et Consomnation droxygène utilisent respectivement 2 souches pures'

Photobacteriunr phospùroreum et Escherichia coli, à inoculun faible, et une

population de microorganisnes avec les boues activées, à forte concentration

en biomasse.

o

a
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I l  est évident que la sensibi l i té des tests sera en part ie condit ionnée

par la sensibi l i té intr insèque des espèces bactér iennes const i tuant les

réact i fs biologiques.

Les résultats obtenus avec Ie test Microtox montrent que

phosphoreum est sensible aux micropolluants testés.

Photobacterium

Le test Consommation droxy!ène, avec l tut i l isat ion drune populat ion de

microorganismes, présente I ' intérêt dt intégrer Ia réponse de plusieurs espèces

bacté4iennes, tout en gomnant Ia spécif ic i té des souches peu représentées au

sein des boues act ivées.

Dans le test Minéral isat ion du glucose, le choix dtEscherichia col i  est

arbi traire car i l  s ragissait  dans un prenier tenps de mettre au point Ia

néthodologie de I 'essai ;  cette bactér ie présente Iravantage drappartenir  aux

bactér ies grans négat ives, eui  sont les plus nombreuses dans lrenvironnement '

et  de se mult ipl ier rapidenent.  De plus, el le a fai t  t tobjet de nombreux

travaux et el le esi  t rès enployée en laboratoire.

Cependant,  la faible sensibi l i té constatée lors du screening des substances

chimiquesr etr  part icul ier pour le cadmium et Ie chrome, remet en cause

I tu t i l i sa t ion  de  ce  procaryo te  dans  les  essa is  de  tox ic i té .

La faible sensibi l i té drEscherichia col i  au cadniun semble être conf irmée

par les travaux de JAKUBCZAK et aI.  (1981) qui ont obtenu des concentrat ions

minimales bactér ic ides > 36 ngit .

D'après CENCI er aI.  (1985, ci té par BAUDA, 1986) I 'act iv i té déshydrogénasique

d'Escherichia col i  est inhibée par 10 mg/I  de cadmium'

pour le chrome, HUY TUE et al .  (1971) nent ionnent des concentrat ions

bactér ic ides rrès élevées de 530 mg/I  en Cto*,alors que pour JAKUBCZAK et aI.

(1981),  S neh en Cr6* sont bactér ic ides sur 2 souches di f férentes

dtEscherichia col i

Ces données bibl iographiques sur la sensibi l i té d'Escherichia col i  étant

o

I

)

I
o

I
I

I

o
I

quelque peu hétérogènes, il conviendrait de réaliser quelques

respectant Ie protocole du test minéral isat ion du glucose, nais

une autre bactérie, Photobacteritrm phosphoreun par exemple, afin

si  les mauvaises perfornances de ce bioessai sont imputables au réact i f

biologique.

essa is  en

en ut i l isant

de vér i f ier

o
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La préparation du réactif biologique, et en particulier la préculture des

bactér ies, peut égalenent interférer sur la sensibi l i té des tests de toxici té.

Dans le test Minéral isat ion du glucose, Escherichia col i  a étê cul t ivé sur

milieu gélosé, et nous nous sommes denandés si ce mode de préculture influait

sur  Ia  sens ib i l i té  de  I 'essa i .

11 est établ i  que les cul tures sur mi l ieu sol ide provoquent Ie

développement à la surface des bactér ies drexopolysaccharides qui

interviennent dans les processus dtagrégat ion des cel lules entre el les et Ie

suppor t .

Ces molécules favorisent les phénomènes dtadsorpt ion des métaux sur les

bacréries (BAUDA er BLOCK, 1985 ; BROI{N et LESTER, 1982), et elles auraient un

rôle protecteur en piégeant ainsi les toxiques (BITÎON et FREIHOFER, t978) -

Lors de nos travaux préI i rninaires sur le test Minéral isat ion du glucose,

nous avons vér i f ié que le mode de préculture dtEschprichia col i ,

respect ivement sur gélose, ou en mil ieu l iquide les bactér ies étant prélevées

en phase exponent iel le et stat ionnaire, ne modif ia i t  pas le niveau de toxici té

du 3-5 dichlorophénot.  I l  aurai t  été intéressant de réal iser également cette

expérience avec lrun des toxiques minéraux testés1 câr les métaux sont censés

sradsorber plus fortement sur les exopolysaccharides.

Néanmoins, le mode de préculture du réact i f  bactér ien ne peut expl iquer

le manque de sensibi l i té spécif ique au cednium et au chrome du test

Minéral isat ion du glucose, le cuivre et le zinc restant très toxiques.

Enf in,  Ie rapport  biomasse/toxique intervient sur les résultats des

tes ts ,  e t  ce  rappor t  es t  d rau tan t  p lus  favorab le  à  l rexpress ion  d tun  e f fe t

inhibi teur quri l  est peu éIevé, ce qui se traduit  par une faible concentrat ion

en bactéries proportionnellement à une concentration donnée en toxique. Une

biomasse importante est en effet  capable de biosorber les toxiques et de

diminuer leur concentrat ion dans le mi l ieu d'essai '

Ainsi ,  dans les tests Ï icrotox et Minéral isat ion du glucose, l r inoculun est

fa ib le  de  I 'o rd re  de  lO"bac tér ies /n t ,  a lo rs  que dans  Ie  tes t  Consommat ion

droxygène, la concentrat ion en microorganismes est élevée, environ 50 ms/ l  en

I ' !ES ( soi t  au moins 10 " bact. /mI) ,  avec pour conséquence un rapport

biomasse/toxique peu favorable à Irexpression drun effet  inhibi teur.

I

l

I

o
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. Milieu réactionnel

Dans les bioessais Microtox et Minéral isat ion du glucose, Ies mi l ieux

réact ionnels sont extrêmement simples, et  const i tués pour le premier

uniquement de NaCI, et pour Ie deuxième de sérun physiologique additionné de

glucose. Les phénomènes de complexation des substances toxiques par les

élénents du mi l ieu réact ionnel sont donc peu probables. Mais ces ni l ieux

présentent Ie désavantage d'être peu tamponnés, €t selon Ia nature des

substances testées, des modif icat ions de pH peuvent se produire. Le pH sera

donc un facteur à contrôler lors de travaux sur des échantillons complexes de

composition inconnue.

A lr inverse, le test Consommation droxygène présente un mil ieu dressai

bien tarnponné contenant Ie substrat des bactéries.

Ce substrat peut interférer sur Ia spéciat ion des toxiques avec pour

conséquence une modif icat ion de leur biodisponibiJ- i té et donc, leur toxici té.
i r

Nous avons voulu i l lustrer l r importance de ces phénonènes en prenant

Irexemple du cuivre

Le cuivre peut exister sous di f férentes formes chiniques :

le  cu iv re  l ib re  (Cu*n) ,

Ie cuivre complexé par des l igants inorganiques (carbonates, chlorures,

p h o s p h a t e 5 . . .  ) ,

le cuivre complexé par des l igants organiques (acides aninés,

po lypept ides ,  ac ides  humiqu"s . . .  ) ,

le cuivre sous forme dthydroxydes Cu(0H)2 qui peuvent précipi ter ou

stadsorber sur des part icules en suspension.

Les bactér ies ne présentent pas Ia même sensibi l i té aux di f férentes

formes chimiques des toxiques. Ainsi ,  GILLEPSIE et VACCARO (1978) ont montré

que Ie cuivre libre avait un effet inhibiteur plus important sur

Itassimilation du glucose par les mi.croorganis:r.es que Ie cuivre cornplexé par

des ligants organiques. Ce dernier serait vraisemblablement moins disponible à

cause de la taille plus éIevée du complexe organométallique.

o

o
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Les mesures de cuivre libre réalisées dans le milieu réactionnel du test

Consommation dtoxygène dénontrent que Ie cuivre est presque totalement

complexé par le substrat. Les substances qui fixent Ie cuivre sont par ordre

d' inportance la peptone, Irextrai t  de viande et l thydrogénophosphate de

potassium.

La peptone contient de nombreux acides aminés et oligopeptides qui ont une

forte aff in i té pour le cuivre. Dans lrextrai t  de viande, les polypept ides

pourraient être responsables de Ia dispari t ion du cuivre l ibre.

euant à K#PO/, i l  agi t  par l r intermédiaire des phosphates qui complexent
a +

fortement le nétal  (CuHPO4) et (CuHfO4*).  Les chlorures (NaCl,  CaCl2) Peuvent

également se l ier au cuivre, mais leur concentrat ion dans Ie substrat est sans

doute trop faible pour quri ls puissent diminuer de façon notable la teneur en

cuivre l ibre du mi l ieu.

Le cuivre l ibre semble être la forme la plus toxique vis à vis des

microorganismes, €t le fort pouvoir conplexant du substrat pourrait

partiellement expliquer la plus faible toxicité du cuivre sur les boues

ac t ivées .

La sensibi l i té de ce test serai t  vraisemblablement amél iorée par I 'emploi

de substances non complexantes, comme le glucose, en tant que substrat des

bactér ies. Mais le glucose seul nrassure pas une act iv i té respiratoire

suff isante des microorganismes, qui permette des mesures droxygène avec

électrode durant 3 heures.

la recherche drun milieu moins complexant vis à vis des toxiques et qui

assurerai t  une consommation act ive droxygène par les bactér ies est donc à

envisager dans une opt ique dtopt imisat ion du test Consommation droxygène des

boues act ivées.

Hormis Ir inf luence du mil ieu sur la spéciat ion des toxiquesr cê dernier

pourrait également modifier la réponse de lrorganisrne intoxiqué, par des

mécanisnes mettant en jeu des phénonènes de compétition : compétition entre

les substances const i tuant le substrat des bactér ies et les toxiques testés.

^  a , - -  z r - -  r  r L - - - ^ 3 L :  ^ ^  - l ^ É - ^ - À - o  À a  ^ n n n S f i t i n n  i n t e r v i e n t
A lnSA t  O [  peu f ,  emeLL I - t :  l . r r yPuL l r çùç  quç  ! ç  P r r ç r r v r t vuv  u !

dans la faible sensibilité du test Consomnation droxygène aux substances

organiques I Ia diéthylamine par exemple, pourrait être concurrencée par les

composés aninés du substrat plus facilernent accessibles tels que lrurée.

o

o

o

o

o

o

o

o

o

o
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Enfin,  Ie mi l ieu réact ionnel a une inf luence directe sur Irétat

physiologique des microorganisnes. Ainsi ,  dans le test Minéral isat ion du

glucose, les bactér ies sont placées dans un ni l ieu minéral  (NaCl) avec pour

seule source de carbone le glucose. Et el les vont ut i l iser le glucose pour

leur métabol isme de survie. I l  est possible que cette act iv i té minimum de

naintenance ne corresponde pas à Ia phase de sensibilité optinmm des bactéries

aux toxiques.

Af in de vér i f ier cette hypothèse, i I  conviendrai t  de placer les bactér ies dans

des condit ions plus favorables dtut i l isat ion du glucose, êt de mesurer

lract ion inhibi tr ice des toxiques.

.  Cri tères drévaluat ion de la toxici té

Lrévaluat ion de Ia toxici té

Microtox, Consommation droxygène et

respectivement au moyen des mesures

de CO2 l ibéré .

des substances chimiques dans les tests

Minéral isat ion du glucos" u-14c s 'ef fectue

de bioluminescence, d'oxygène dissous et

o

o

o

o

o

Lt idée drut i l iser Ia bioluminescence conme cr i tère drévaluat ion de Ia

toxici té est or iginale, et  ce type de mesure est t rès intéressant puisque Ie

fonctionnement de Ia voie de production de Ia lumière, et celui de la chaîne

respiratoire, nécanisne essent iel  du métabol isme cel lulaire,  sont tous deux

dépendants des qoenzJræs réduits NAD:{2.

Le cr i tère consonmation dtoxygène du test sur boues act ivées est sans

conteste représentat i f  de 1tétat physiologique des microorganismes.

Quant au test Minéral isat ion du glucose par Escherichia col i ,  Ia mesure

du C02 t ibéré par les processus de respirat ion cel lulaire paraissait  être à

prior i  un cr i tère équivalent au précédent.  I t  sragissait  dtétudier les effets

des substances chiniques sur le fonctionnenent des voies de dégradation du

glucose qui interviennent dans Ia production de C02.

De plus, les travaux de différents auteurs (HOBBIE et CMI{FORD, 1969 t

GRIFFITHS er a1.,  t974 t  JONAS et a1.,  1984) ont montré que la rninéral isat ion

est proport ionnel le à la quant i té de glucose assimi lé par les bactér ies, et

les effets inhibi teurs des toxiques sur ces 2 phénonènes sont voisins. Les

mesures de CO2 marqué permettent également d'éviter les imprécisions du dosage

de la radioact iv i té dans les bactér ies, I iées aux problèmes de f i l t rat ion ou

de relargage de matérie1 radioactif.

o



o

o

o

o

Cependant, conPte tenu

denander si la mesure du

dréva lua t ion  de  la  tox ic i té -

- 140 -

de la faible sensibi l i té de ce test,  oD peut se

glucose minéral isé const i tue un bon cr i tère

o

o

o

Le taux de C0, émis dépend de la quant i té de carbone organique assimi lé

par les bactér ies, nais aussi  de son ut i l isat ion au sein de la cel lule ;  Ies

voies de Ia glycolyse et du cycle de Krebs, ainsi  que le cycle des

pentoses-phosphates vont entrainer la libération de CoZ parallèlement à Ia

product ion drénergie et de pouvoir  réducteur.  Mais ces voies catabol iques

conduisent également à Ia fornation de métabolites interrnédiaires qui peuvent

être ut i l isés lors des biosynthèses des macromolécules (acides nucléiques et

protéines),  avec pour conséquence une f ixat ion du carbone marqué par les

bac tér ies .

Le C02 dosé résulte donc de lror ientat ion du glucose vers les di f férentes

voies biochimiques possibles, sur le$quel les vont éventuel lement intervenir

les substances testées. Le problème est donc complexe, et les mesures du C0,

I ibéré restent di f f ic i les à interpréter.

Af in de déterminer l r importance respect ive des voies de dégradat ion du

glucose et les rnodif icat ions en présence de toxiques, i I  conviendrai t

dr incuber les bactér ies avec du glucose uniquenent narqué en Cl,  et  du glucose

marqué en Cl et C6, sachant que Ia glycolyse et le cycle de Krebs transforment

C1 et C6 en CO2, alors que Ie cycle des pentoses-phosphates ne l ibère par

décarboxylat ion que C1 sous forne de CO, (KRUH, 1979).

0n peut encore postuler que Ia durée de l tessai est insuff isante pour

mesurer un effet  toxique sur le CO, t ibéré. Mais cette expl icat ion nous semble

peu probable, dans la nesure où 12 minutes représentent un laps de tenps non

négl igeable dans Ia vie drune bactér ie.

- Comparaison avec les autres bioessais bactériens

La conparaison, en terme de sensibi t i té,  des résultats obtenus au moyen

des tests Microtox, Consommation dtoxygène des boues act ivées et

Minéral isat ion du glucose chez Escherichia col i ,  avec ceux donnés par drautres

b ioessa is  bac tér iens  nres t  pas  a isée,  car  s i  de  te ls  essa is  on t  b ien  é té

étudiés par di f férents auteurs, les travaux portent rarenent sur les mêmes

toxiques.

o

o

io

o

o
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Dans le tableau

et 3-5 dichlorophénol

divers auteurs.
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2/, nous avons rapporté les CI56 du cuivre, zinc, cadmium

déterminées à l ,aide de di f férents tests bactér iens par

o

o

o

o

o

a

o

Le test drinhibition de luminescence de Photobacteriurn phosphoreum présente Ia

plus grande sensibi l i té ;  i I  est suivi  des tests consommation droxygène et

Spir i l lum volutans. Par contre, Ies tests Minéral isat ion du glucose par

Escherichia col i ,  Croissance de Pseudomonas f luorescens et Aeromonas

hydrophi la,  €t  Act iv i té déshydrogénasique des boues act ivées sont beaucoup

moins intéressants car leur sensibi l i té aux toxiques testés est t rès

sélect ive, avec dans certains cas une absence dreffets inhibi teurs'

I l  est bien évident que cette classi f icat ion nrest valable que dans Ie

cadre des condit ions expérimentales suivies par les di f férents auteurs, et  ne

stappl ique quraux substances testées, c€ qui interdi t  toute extrapolat ion à

lrensemble des micropol luants de Irenvironnement '

Néannoins, s i  I ron se réfère aux études conparat ives menées par divers

auteurs sur drautres substances chimiques ( lut t t l  et  KI{AN, 1981, 1982, t984 ;

GREENB e t  a I . ,  t985 ;  MILLER e , t  a1 . ,  1985) ,  on  cons ta te  que le  tes t  Mic ro tox

est également reconnu comme le bioessai bactér ien le plus sensible et le moins

sélect i f ,  suivi  des tests spir i l lum volutans et consommation droxygène des

boues ac t ivées .

- Comparaison avec les bioessais de référence

Lrexamen du tableau 28 regroupant les CI56et les CL50 obtenues avec les

tests de référence, daphnies, poissons et algues, €t nos résultats avec le

bioessai Microtox, révèle que le pr incipal gr ief  porté à l rencontre des tests

s'ur microorganismes, à savoir  ]e manque de sensibi l i té,  est sans fondenent

tout au moins en ce qui concerne le test Microtox'

o

o



o
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Tableau 27 : Toxicité

au moyen

1  a q- L + L -

du cuivre, z inc, cadmium et 3-5

de di f férents tests bactér iens.

dichlorophénol évaluée

Auteurs Tests bactér iens cr59 (nE/l) de quelques

substances chiniques

Cuivre Zinc Cadnium 3-5 DCP

o

o RETEUNA

Microtox

Consommation 0,

Minéralisation glucose

o,  13

9 ,45
l 169

0 r8

4 r8

1

2 1 7

3 r8

100

4,5
1 0 r  0 5

100

o
DUTKA et KhrAN,
1981, 1982, t984

Spirillum volutans 10

Cro issance P.  f luorescens  l618

Croissance Aeromonas 2L
hydrophila

Act iv i té déshydrogénasique 2r l
(boues  ac t ivées)

Consonmation 02 29
(boues synthét iques)

t2

367

500

5

3 '2

80

30,2

24

1 1 2
o

o GREENE e t  a l . ,

1985

Activ i té déshydrogénase
(boues ac t ivées)

Consommation O2
(Escherichia col i )

r ,67 265 24oo

6 ,63  O  ,22

o KrNG, 1984
Nitr i f icat ion
(boues ac t ivées)

Cro issance (eau d 'égoût )

L 3 1 2

t2

l r 3

2

L 1 61 '9o QURESHI  e t  a l . ,
rg82

Spirillum volutans

I

o
I

I

o

o
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Tableau 28 : Toxicité de quelques substances chiniques évaluée avec les tests

Daphnies, Poissons et Algues (néférences IRCHA) et conparaison

avec les résultats du test Microtox'

Substances

tes tées

Test Daphnies

CI5s-24 h

(ns/r)

Test Poissons Test Algues

CL5g- 24 h cl5o-5 jours

(ne/L) (ne/r)

Brachvdanio, Salno
rerio Æarranerr

Test Microtox

CI5g-5 min. ou

30 min. (neh)

76o

o

o

o

o

Cu++

cd++

zn++

c"6*

3-5 dichlorophénol

Benzène

Dibrorno l-2 éthane

Diéthylamine

Acide dodécyl-
benzène sulfonique

Atrazine

Malathion

0 ,  1 1

o '4
14 r4
0 '  35

3  ,05
84

4r
t5

NÎ-)ê

0, oo3

o,74
lo  rT
2 5 1 2

99

66

56

50

9

163

o . 1 7

3 1 6

0 r 0 2

23
o '74

N1-)E

NT.)$

r4
56

o r  13

2 1 7

0r8

13

4r5
84

100

23,4

29,2

86

84

o
-)îNT = Non toxique

Chaque organisme présente une sensibilité spécifique aux toxiques'

Ainsi  Ie test Microtox détectera faci lement une pol lut ion par Ie zinc, mais i I

sera peu sensible au cadmium et au chrome comme dtai l leurs Ie test poisson'

Cadmium et chrome sont par contre très toxiques vis à vis des daphnies et des

algues.

I l  nrexiste évidemment pas de test idéal qui  réponde à toutes les

rions des nonbreuses substances chiniques déversées dans lrenvironnement'

. de ce constat, iI convient donc de connaître les linites de chaque

i et  en fonct ion des object i fs et en tenant conpte des contraintes

les, de choisir  Ie test le nieux adapté aux circonstances'  Et les

toxici té sur bactér ies ont certainement un rôIe à jouer dans

l ion des r isques chimiques vis à vis des mi l ieux aquat iques'

o

I

I
lo
I

I
I
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7 . 1 . 2 .  R é p é t a b i l i r é

La répétabi l i té des tests Microtox,

activées et Minéralisation du glucose par

part i r  des essais sur Ie 3-5 dichlorophénol

29.

glucose chez Escherichia

Tableau 29 : Etude comparative de Ia répétabilité des

Consommation d I oxygène des boues act ivées et

co l i .

Consonmation dtoxygène des boues

Eseherichia col i  a êtê étudiée à

et le sul fate de cuivre, tableau

bioessais Microtox,

Minéral isat ion du

Bioessai Nombre

d r e s s a i s

Coeff ic ient de

variation avec

Ie 3-5 DCP

(%)

Nombre

d r e s s a i s

Coeff ic ient de

variation avec

CUSO4

(%)

o

o

o

o

o

o

o

o

Microtox

Consommation O,

Minéral isat ion du
glucose

4
8

3

4 r7

14,6

4 '7

6

5
4

28r l

L7 ,9

32,5

La répétabit i té étudiée avec Ie 3-5 dichlorophénot donne de nei l leurs

résultats quravec CuSO4r et ce phénomène est part icul ièrenent évident pour les

bioessais Microtox et Minéral isat ion du glucose. Ces 2 tests ont en connun un

milieu réactionnel simplifié peu tamponné. Ce milieu est vraisemblablement

sujet à de pet i tes var iat ions de pH, qui interfèrant sur la biodisponibi t i té

du cuivre, expl iqueraient la plus grande dispersion des résultats.  Le cuivre

est en effet beaucoup moins stable que le 3-5 dichlorophénol qui est quelques

fois choisi  comme substance de référence dans les tests de toxici té.

Dans le cas du test Microtox'  les coeff ic ients de var iat ion 4 17 et 28 %,

se situent dans la fourchette des valeurs de 1 à 37 % nentionnées lors de

lranalyse bibt iographique (cf .  Analyse bibl iographique, tableau 2) '

Le tableau J0 qui regroupe fes ClO obtenues par différents auteurs avec

Ies substances que nous avons tei tées-montre également des résultats peu

dispersés ;  excepté Ie benzène dont la volat i l i té peut être évoquée dans

I 'hétérogénéité des résultats,  les autres substances présentent aes ClO

voisines qui t raduisent Ia bonne répétabi l i té du test Microtox. Signalons que

nos résultats sont légèrement infér ieurs aux moyennes des CI5g, en part icul ier

pour le cadmium.
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La répétabi l i té du test Consommation droxygène de boues act ivées, avec

des coeff ic ients de var iat ion de lJ et 18 %, respect ivement pour le 3-5

dichlorophénol et CuSO4r se révèle être nettenent meilleure que celle

généralement observée dans la bibliographie

KING et PAfNTER ( 1986) ont obtenu des coeff ic ients de var iat ion de 38 %

avec le 3-5 dichlorophénol et  58 % avec CuS04, les essais étant menés avec des

boues act ivées de diverses stat ions.

BRgI{N et 'al .  ( fg8t)  en lavant les boues et en les al imentant durant 24

heures anél iorent Ia répétabi l i té du test et  obt iennent avec Ie 3-5

dichlorophénol un coeff ic ient de var iat ion de 28 /" .

Le tableau Jl qui regroupe les CI5O relevées dans la bibliographie pour

Ies substances que nous avons étudiées, r , lontre des résultats très dispersés

qui conf irment 1a faible répétabi l i té du test.  Nous constatons également que

les CI5O obtenues au cours de nos travaux se si tuent dans la gamme des

dif férentes valeurs trouvées par les auteurs.

Habituet lement,  les populat ions de microorganisnes sont directement

prélevées dans le mi l ieu naturel .  Mais dans Ie cadre du test Consommation

droxygène, nous avons mis en place un pi lote qui nous a permis de disposer de

boues act ivées de laboratoire. Ce pi lote al imenté par un eff luent synthét ique

de composit ion constante, €t  soumis à des condit ions de fonct ionnement

standardisées, a sans doute assuré une relat ive stabi l i té des boues act ivées

avec pour conséquence une répétabi l i té correcte du test.

I l  en résulte que nos résultats sur la répétabi l i té de ce bioessai sont

probablement opt inistes par rapport  à ceux qui seraient obtenus avec des boues

prélevées en stat ion d'épurat ion.

La répétabi l i té du test Minéral isat ion du glucose par Escherichia col i ,

comparée à  ce l le  de  b ioessa is  vo is ins  met tan t  en  ieu  l rass imi la t ion  de

substrat radioact i f  par des populat ions microbiennes de I 'environnement '

révèIe les mei l leures performances du test sur souche pure, caractér isé par

des coeff ic ients de var iat ion, avec le 3-5 dichlorophénol de 4r7 % et avec

CuS04 de 32 ,5  7 ' .

I IUET et al .  ( f98t)  en ut i l isant Ia microfaune de di f férentes r iv ières a

obtenu un coefficient de variation de 42 % dans le cas du cuivre.

L t u t i l i s a t i o n  d r u n e

test Minéral isat ion du

répétabi l i té observée.

souche pure, en l roccurrence Escherichia col i  dans Ie

glucose intervient probablement dans la bonne
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7.1 .3 .  Fa isab i l i té  e t  rap id i té

Les tests Microtox et Consonmation droxygène ne présentent aucune

difficulté du point de vue de leur réalisation.

Le test Minéralisation du glucose est un peu plus délicat dans la mesure

où lron ut i l ise une molécule marquée ce qui nécessite que des précaut ions

soient pr ises lors des manipulat ions (protect ion des surfaces de travai l ,  port

des  gants ,  décontaminat ion  du  matér ie l . . . ) .

Quant au tempq nécessaire à Ia réal isat ion des J bioessais bactér iens, le

tableau J2 en donne une évaluation détaillée.

Tableau 32 : Estimation de Ia durée des essais Microtox, Consommation

dtoxygène de boues act ivées et Minéral isat ion du glucose chez

Escherichia col i .

o Bioessais Préparation Test

(min .  )  (m in .  )

Lecture et calculs Temps cumulé

(min. )  (heure)

30
180

120
o

Microtox

Consomnation d I oxygène

Minéralisation du

glucose

30
6o

120

10

10

120

1

4
6

o

o

o

o

o

Le test Microtox est Ie plus rapide car la durée de 1tessai est au

maximum de 30 min. et tous les réactifs sont fournis.

Le test Consommation droxygène est beaucoup plus long en partie à cause

de Ia période dr incubat ion qui est de 3 heures.

Quant au test Minéralisation du glucose, il nécessite environ 6 heures :

2 heures pour Ia préparation de la suspension bactérienne, du natériel et des

réactifs, 2 heures pour la réalisation du test proprement dit, 2 heures pour

Ia stabilisation et la lecture des échantillons.

Dans Ie cadre général des tests de toxicité aiguë, ltenploi de souches

pures améliore la faisabilité des essais et dininue la durée des expériences

grâce à un natériel biologique disponible dans le laboratoire. 0n peut

également envisager Ia préparation de réactif lyophilisé, ce qui garantit une

standardisation à plus grande échelle avec la commercialisation du réactif.
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7.1.4.  Pr ix  de rev ient

Le tableau JJ présente une est imation du pr ix de revient des 3 bioessais

bactér iens que nous avons étudiés.

lableau 33 : Bstination du prix de revient des essais Microtox, Consonmation

droxygène des boues act ivées et Minéral isat ion du glucose chez

Escherichia col i .

Bioessais Investissement matériel fnvest issenent produits

o
Microtox

Consommation d I oxygène

Minéral isat ion du glucose

150 000 F

30 000 F

300 000 F

J0 F/test

200 F/test

o

o

o

o

o

o

Le test Consomnation d'oxygène est Ie moins coûteux

Ir invest issement en natér iel  quren réact i fs chimiques.

Une fois amort i  l rachat du photomètre dont le pr ix reste

l,ticrotox est très intéressant financièrement, car du fait de

coût des heures de travai l  de technicien est l in i té.

Le test Minéral isat ion du glucose entraîne les plus fortes dépenses aussi

bien en rnatér iel ,  quren réact i fs et en personnel.

7 . 1 . 5 .  E n  r é s u m é

aussi bien pour

é I e v é ,  l e  t e s t

sa rapidi té,  Ie

Lranalyse comparée,

Microtox, Consommation

des caractér ist iques et des perfornances des tests

d'oxygène des boues act ivées et Minéral isat ion du

coli résumées dans le tableau 34, nous conduit à faire

I

o
I

glucose par pscbgriçhie

certains conmentaires.

Le test Microtox dans ses débuts a fai t  I tobjet de vives cr i t iques

concernant sa représentat iv i té,  car I temploi  d rune bactér ie narine,

Photobacterium phosphoreum, dans un bioessai appliqué aux eeux douces

paraissait  à pr ior i  ptutôt aberrant.  Mais ce test srest f inalement imposé

grâce à ses excel lentes perfornances (sensibi l i té,  répétabi l i té,  rapidi té).
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Pour Ie bioessai Consonmation dtoxygène, nous avons dénontré que Ia

répétabi l i té pouvait  être sat isfaisante à condit ion dtut i l iser des boues

act ivées provenant d'un pi lote. La sensibi l i té du test pourrai t

vraisemblablement,  également être arnél iorée par l remploi  d 'un substrat moins

complexant et par un rapport bionasse/toxique plus favorable. Néanmoins, la

narge de manoeuvre pernettant dranél iorer la sensibl i té de ce bioessai est

l imitée par l renregistrement même du signal au moyen drune électrode, qui est

inféodé à une dirninut ion notable de l 'oxygène dissous dans le mi l ieu

réact ionnel.

Dans Ie test Minéral isat ion du glucose, Ies mesures en scint i l lat ion

l iquide présentent l ravantage drêtre suff isamment sensibles pour que soient

ut i l isées de faibles concentrat ions en microorganismes et en substrat sur une

courte période dr incubat ion (12 min.) .  Mais des travaux supplénentaires

seraient nécessaires af in de déterniner si  Ia faible sensibi l i té de ce

bioessai,  constatée lors du screening des substances chiniques, est imputable

à ]a nature ou à l tétat physiologique du réact i f  biologique, ou au cr i tère

d'évaluat ion de Ia toxici té.

Tableau 34 :  Caractér ist iques et perfornances des b ioessa is  Mic ro tox ,

et Minéral isat ion duConsommation droxygène des boues act ivées

glucose chez Escherichia col i .

Caractér ist iques
et performances

lest Microtox Test Consommation
d I oxygène

Test Minéral isat ion
du glucose

o

o

Réact i f  biologique

t t i l i eu  d Iessa i

Cri tère drévaluat ion
de Ia toxici té

Durée de la mesure

Photobacterium
pEôsFh'oreuln

(faÏETffiAlurn)

ltinéral

Luminescence

5 à J0 min.

Boues act ivées
( fo r te  b iomasse)

Escherichia col i
Iffii€ in-ffiium)

Substrat ninéral
et organique

Minéral  + glucose

Consommation Libération de
d'oxygène

3 heures  12  min .

co2

o
I

I

I

o

Sensibi l i té

Répétabi l i ré

Faisabi l i té et
rapidi té

Prix de revient

+ +

+ + +

+ +

+ + +

+ + +

+ + +

++

+

+ +

+

++ + +

+
+
+

+ + : t r è s p e r f o r m a n t
+ : moyennenent performant

: peu performant

o
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I,F^S DO}IAINES D'APPLTCATTON DES TESTS }IICROIOX, CONSOI@@

o
7.2 .

BOTIES ACÎIVEES Ef, MINERATISAÎION DU GLUCOSE CHEZ éSC#éR'C#'/ COl'

Les domaines dfapplication que nous pouvons envisager pour ces trois

bioessais compte tenu de leur spécif ic i té et de leurs performances

concernent :

1tévaluat ion de Ia toxici té aiguë des substances chiniques,

la détection des pollutions dans les milieux naturels,

Ie contrô]e de la toxici té aiguë dans les essais de biodégradabi l i té.

7.2.1. Evaluat ion de Ia toxici té des substances chimiques

Dans Ie cadre de l 'évaluat ion de Ia toxici té des substances chimiques, un

bioessai bactér ien pourrai t  être proposé en complénent des tests de toxici té

habituellement enployés. Le test Microtox serait te plus intéressant du fait

de sa sensibi l i té aux di f férents toxiques et de sa bonne répétabi l i té.

Mais pour les substances qui présentent des propriétés physico-chimiques

part icul ières, tel les que les substances volat i les, conme par exemple Ie

benzène, le test Consommation droxygène semble mieux adapté, car les essais

sont  réa l i sés  en  sys tème c los ,  s i  l ron  excepte  les  cour tes  pér iodes  de  mesure

de I 'oxygène d issous .

Le test Minéral isat ion du glucose paraît  également plus intéressant pour ces

substances que le test Microtox. 11 présente bien une interface eau-air ,  mais

le volume drair  est restreint ce qui l i rni te tout de nême 1'évaporat ion.

euant aux tests les plus aptes à Irévaluat ion de la toxici té des

substances insolubles, parmi les trois méthodes étudiées, nous ret iendrons les

tests Consonmation,droxygène et Minéral isat ion du glucose qui,  grâce à une

agitat ion cont inue, assurent certainement un contact plus étroi t  entre le

toxique et les bactér ies.

Avec les insolubles, nous avons opté pour I tut i l isat ion drun

tiers-so1vant, le DMSO. Mais cela pose cependant certains problèmes'

Les t iers-solvants les plus employés dans les tests de toxici té sont :  Ie

DMSo, le DI ' IF, I réthanol,  le méthanol,  I racétone. Mais Ie t iers-solvant Ie plus

approprié pour solubi l iser la substahce à tester,  ne sera pas forcément sans

effet sur les bactér ies. De plus, même si  le t iers-solvant est ut i l isé à des

concentrat ions pour lesquel les aucune act ion toxique ntapparaît ,  un effet

antagoniste ou synergique entre solvant et toxique est toujours possible '

a

o

a

o

o

o

o

o
I
I

o

o
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Crest pourquoi dans lrabsolu, 1e mei l leur moyen pour tester les

substances insolubles serai t  de réal iser des solut ions saturées, puis de

déterninel la cdncentration par dosage. Cette méthodologie nécessite cependant

de puissants moyens dranalyses, et  el le est laborieuse dans le cadre dtessais

en séries, et  i r réal iste pour des échant i l lons de composit ion inconnue.

Pour conclure sur les insolubles, nous soulignerons que plusieurs

direct ions de travai l  ont êtê proposées (t iers-solvants, énulsions,

ut i l isat ion d'adsorbants).  Mais devant I t insuff isaRce des données

expérimentales disponibles, i I  n 'est pas possible, pour l r instant,  de déf inir

quel est Ie protocole le plus cohérent.  Et notre expérience dans ce domaine

est trop l imitée pour en t i rer des conclusions déf ini t ives.

7.2.2. Détect ion dans les mi l ieux naturels '

Les tests de toxici té bactér iens sont part icul ièrement bien adaptés au

contrôle dans les milieux naturels car leur délai de réponse à une agression

chimique est t rès rapide (de quelques minutes à quelques heures).

Ainsi ,  le test Microtox est certainement un out i l  intéressant dans Ia

détect ion de pol lut ions dans les eatrx de surface, les eaux souterraines et

Ireau de mer. Et du fai t  de sa simpl ic i té,  on peut envisager l rautonat isat ion

des  mesures .

I1 peut également être ut i l isé pour l révaluat ion de la toxici té des

rejets urbains ou industr iels et des l ix iv iats,  avec peut-être quelques

restr ict ions pour certains rejets industr iels arucquels Photobacter ium

phosphoreun serai t  peu sensible (cas des organochlorés et de certains

insecticides organophosphorés ) .

Le test Consommation dtoxygène est le plus approprié au contrôle des

effluents en entrée de station dtépuration effectué pour prévenir tout choc

toxique sur les procédés dtépuration biologique. En effet, Ie réactif dp ce

bioessai est const i tué de boues act ivées et dans Ie cadre de cette

application, les boues activées seraient évidemment préIevées dans la station

à contrôler.

o
I

I

I

o
I

o
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7.2.3. ContrôIe de toxici té dans les essais de biodégradabi l i té

Parmi les nombreux tests de toxici té existants,  les tests bactér iens sont

les plus représentat i fs des condit ions de réal isat ion des études de

biodégradabilité par la nature même du réactif biologique. Et leurs

performances (rapidi té,  faible coût) permettent drenvisager leur ut i l isat ion

en amont des essais de biodégrabilité, afin de prévoir Ia toxicité éventuelle

des substances.

Les contraintes analyt iques, Iors des essais de biodégradabi l i té,

obligent à enployer les substances étudiées à des concentrations relativenent

importantes, par rapport aux conditions de lrenvironnenent. Et bien que

I 'absence de toxici té soi t  une condit ion indispensable à la val idat ion de

lressai,  seuls quelques tests de biodégradabi l i té proposent un ténoin

inhibi t ion. Mais ces témoins inhibi t ion, nenés conjointenent à I 'essai,

permettent seulement de constater les effets toxiques en cours dtétude, et non

de les prévoir .  Ainsi ,  s i  l ron dénontre Irexistence de corréIat ions entre les

effets toxiques des substances sur les microorganismes lors des essais de

biodégradabi l i té,  et  les résultats des tests de toxici té bactér iens, ces

derniers pourront être ut i l isés af in de déf inir  les concentrat ions maximales

auxquel les Ia biodégradabi l i té des produits doit  être étudiée.

Dans le cadre de cette appl icat ion, on peut envisager que les tests de

toxici té soient conduits avec les microorganismes spécif iques des essais de

biodégradabi l i té.  Les pr incipaux essais de biodégradabi l i té proposés par

l t0CDE et résunés en annexe 6, tableau 2, sont réa1isés avec des populat ions

bactér iennes naturel les provenant dreaux de surface, dteff luents secondaires,

d'extrai ts aqueux de solsr ou de méIanges des précédents, ou encore de boues

ac t ivées .

Le test de toxici té Consommation d'oxygène de boues act ivées pourrai t  être

ut i l isé en anont des essais de biodégradabi l i té qui ut i l isent également des

boues act ivées comne réact i f  biologique. Et le test Minéral isat ion du glucose

pourrait être conduit avec 1 es populations microbiennes spécifiques des autres

essais de biodégradabi l i té.

Ltut i l isat ion des tests de toxici té bactér iens en amont des essais de

biodégradabi l i té,  af in drévaluer la toxici té des substances, et drévi ter Ies

effets inhibiteurs sur les microorganismes responsables de la biodégradation,

nrest cependant à ce jour,  qurune proposit ion drétuder gui devra faire l robjet

de travaux expérimentaux pour que Iron puisse juger de son intérêt.

o
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8 - CONCLUSION
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Trois tests de toxicité bactériens qui diffèrent par leur méthodologie

ont été étudiés lors drun screening de 11 substances chimiques, af in de mieux

évaluer leurs perfornances.

Ce travail concerne le test Microtox dont Ie principe consiste à mesurer

la bioluminescence d'une bactér ie marine, le test Consommation dtoxygène de

boues ac t ivées  qu i  a  fa i t  l tob je t  d rune normal isa t ion  à  I t fSO,  e t  Ie  tes t

Minéralisation du glucose U- C chez Escherichia coli dans lequel Ie taux de

14CO l ibéré est dosé.

Dans Ie test Microtox, les mesures de bioluminescence sont conduites sur

souche pure, Photobacterium phosphoreumr eD nilieu salé et avec un faible

inoculum ; el les pernettent de répondre rapidement ($ à 30 min.)  à une

agression chinique.

Les mesures dtoxygène dissous réal isées au moyen drune électrode conme

dans le test Consomnation dtoxygène de boues act ivées, nécessitent par contre

une population dense de microorganismes, un substrat abondant et 3 heures

d I  incubat ion.

Quant au test Minéral isat ion du glucose, les mesures en scint i l lat ion

l iquide autor isent I tut i l isat ion de faibles concentrat ions en nicroorganismes

et en substrat (glucose U- C) sur une courte période dr incubat ion (12 min.) .

La répétabi l i té des 3 tests bactér iens, étudiée sur Ie 3-5 dichlorophénol

et le sul fate de cuivre, est sat isfaisante, et  se caractér ise par des

coeff ic ients de var iat ion compris entre 5 et 33 6.

Si la préparation drun réactif biologique bien standard-isé à partir de souches

pures dans les tests Microtox et Minéral isat ion du glucose, garant i t

généralernent une répétabi l i té correcte, par contre les essais conduits sur des

populations de nicroorganismes préIevés dans les milieux naturels, comne dans

le test Consommation dtoxygène, montrent le plus souvent une certaine

variabilité des résultats. Et la bonne répétabilité observée pour ce bioessai

est probablernent I iée à la relat ive stabi l i té des boues act ivées, eui  ont été

prélevées sur un pilote alimenté par un effluent synthétique et sounis à des

conditions de fonctionnement standardisées.

Le screening de toxicité de 11 substances chiniques a permis

dtappréhender la réponse des bactér ies à quelques pol luants de

I I environnement.
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Les bactéries se sont montrées particulièrement sensibles au cuivre et au

z inc .

Par contre, les pesticides, atrazine et nalathion,

comme Ie dibromo t-2 éthane et le benzène ne sont pas

des  bac tér ies .

Quant au chrone, cadmiun, 3-5 dichlorophénol,

dodécylbenzène sulfonique, Ieur toxicité srexprime

inportante selon les essais mis en oeuvre.

ainsi que les solvants

ou peu nocifs vis à vis

diéthylarnine et acide

de rnanière plus ou noins

I

I
I

o
I
I

I

Le test Microtox est I 'essai le plus sensible aux substances testées, ce

qui du reste est confirné par les travaux de nombreux auteurs.

La sensibilité moindre du test Consommation droxygène des boues activées

peut être imprtable au rapport biomasse/toxique qui est peu favorable, ainsi

qutà la forte concentration en substrat dans le nilieu réactionnel qui modifie

la biodisponibilité des toxiques ; nous avons ainsi démontré que le cuivre

était presque totalement complexé par les substances constituant le milieu

synthét ique, et en part icul ier Ia peptone, l rextrai t  de viande et les

phosphates.

Quant au test Minéral isat ion du glucose, sa sensibi l i té est t rès

sélect ive ;  ceci  est de nature à mettre en cause le réact i f  biologiques

lui-nêne, en l roccurence Escherichia col i ,  Ia sensibi l i té spécif ique de la

souche mais aussi les condit ions dressai qui  peuvent jouer sur I tétat

physiologique des bactéries.

De part sa sensibi l i té, sa répétabil i té et sa rapidité, Ie test Microtox

est parfaitenent adapté au contrôIe des pollutions en nilieu aquatique (eaux

de surface, eaux souterraines, nilieu marin), et au screening de toxicité des

effluents et des lixiviats.

Pour les échantillons volatiles et peu so1ubles, Ie test Consomnation

dtoxygène paraît plus intéressant car le milieu réactionnel est clos et les

mesures sont réalisées sous agitation. Ce bioessai, dont Ie réactif biologique

est constitué de boues activées, sera avantageusenent utilisé dans la

prédiction des effets nocifs éventuels des eaux usées sur le fonctionnement

des stations drépuration.
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Bien que les performances du test Minéralisation du glucose soient

nédiocres, la méthodologie de ce bioessai pourrait être appliquée dans Ie

cadre des tests de toxicité en amont des essais de blodégradabilité ;

Escherichia coli serait alors remplacée par la nicroflore des essais de

biodégradabilité.

Jusqurà présent,  Ie contrôle de I tabsence de toxici té des substances dont on

étudie I-a biodégradabi l i té,  nra fai t  l tobjet que de rares travaux. Mais,

conpte tenu de la nature nêne du réactif biotogique, il est prévisible que les

tests de toxicité bactériens auront un rôle important à jouer dans ce domaine.
o

o

o

o

o

o

o

o

o
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ANNEXE

Figure I  :  Représentat ion graphique drune cinét ique de type Michael is-Menten.

Cette cinétique est représentatéo par lréquation

v=vmax.  l s l
r  +lsf

Ynax

2

avec v = vitesse de Ia réaction enzymatique

Vmax = vitesse de la réaction lorsque la concentration en
saturante

K = Concentration en substrat pour laquelle Ia vitesse
est égale a t/z de Vmax

substrat est

de l-a réaction

K peut  ê t re  ass in i lé  à  I r inverse  de  la  cons tan te  d 'a f f in i té  de  I renzyne

pour son substrat.

o

I

I
I

o

Figure 2 : Autre

type

l s l  K  If _ ! = _  . 3 . l s l
v Vmax Vnax l-l

représentation graphique

Michaelis-Menten.

|  /  Vmax

o

d rune réaction enzymatique
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Figure 3 :

avec f -

t -

S a =

S n =

Vmax

K _

- t72 -

- (k+Sn)

Représentat ion graphique de Ia réact ion dtassimi lat ion dfun

substrat carboné par des populations bactériennes selon 1e

modèle de Michaelis Menten.

r  K+ lsn l  ba l
f Vmax Vnax

fraction de substrat radioactif assimilée

tenps d' incubat ion (heure)

Concentration du substrat ajouté (\g/t)

Concentration du substrat naturel (\g/t')

= vitesse naximale d'âssimilàùiron du substrat (ug/I/h)

Concentrat ion en substrat pour laquel le Ia vi tesse dfassimi lat ion

est égale e l /z de vmax (ue/f) .

l /  Vmax
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ANNEXE

Déternination de Ia Cfç0 du 3-5 dichlorophénol au noyen du test Minéralisation

du glucose réalisé avec €zcâez.r-câia coLi pré?Iablement cultivé en milieu

I iquide.

- Milieu de culture

Le

suivant :

milieu de culture liquide utilisé pour

++ Bio-tr lpcase (5364 1, Biomerieux) 1O g
'r+ E:rtrait de levure (ll2OO2, Biokar) 5 S
-;t NaCI 5 S
J+ Glucose 2 g

q .s .p .  1000 n I  d 'eau d is t i l l ée

(pH entre 7 et 7,5 -  stér i l isat ion à 120oC pendant  15 min. ) .

- Préparation du réactif biologique

Les di f férentes étapes de la préparat ion du réact i f  biologique sont

résumées dans Ia f igure 6 ci-dessous.

Escherichia col i  est le

Escherichia coli
I

Y
Culture en milieu liquide

T
Centrifugation 400b rpn x 30 min. et

rinçage des bactéries dans Ie sérum physiologique

t
I

Centrifugation {000 rpn x 30 min. et

suspension bactérienne dans Ie sérun physiologique ( 50 10 bact/ml)

bactéries par numération en inclusion

Figure 6 : Préparation du réactif biologique à partir de cultures

drEscherichia col i  en mil ieu l iquide.

Agitation durant t h. ContrôIe de Ia concentration en

o
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Les colonies prélevées sur milieu PCA, sont mises en suspension dans 5 rnl

de bouillon nutritif util isés pour ensenencer les 250 nl de nilieu liquide

contenus dans des erlenmeyers de 1 1.

Les cultures sont ensuite mises sous agitation dans un bain-marie à 37oC.
La croissance est stoppée après {  heures dr incubat ion (bactér ies en phase

exponent iel le de croissance) ou après 20 heures (bactér ies en phase

stationnaire). Une première centrifugation à 40OO rprn pendant 30 min. permet

1tél ininat ion du mil ieu et le r inçage des bactér ies avec le sérum

physiologique. Après une deuxième centrifugation, la suspension bactérienne

est ajustée à environ 50 tO5 bact. /nL par I 'a jout drune quant i té appropriée de

sérum physiologique.

- Toxicité du 3-5 dichlorophénol

Les courbes dose-effet  du 3-5 dichlorophénol,  obtenues avec

coli prélevé en phase exponentielre et en phase stationnaire de

sont voisines et les CI56 sont proches de 85 ng/I .

Ces valeurs de t t5 '  bien que plus faibles que cel les obtenues avec des

bactér ies prélevées directenent sur gélose , t t ro = l2o ng/t)  restent cependant

du nême ordre de grandeur.  I l  en résulte que Ie mode de préculture

drEscherichia col i ,  sur gélose ou en mil ieu l iquicle,  ne modif ie que faiblement

Ia toxici té du 3-5 dichforophénol.

Escherichia

cro lssance.
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ANNEXE

Toxicité de quelques substances chiniques (exprinée en nolefiitre)
évaluée au moyen du test Microtox, consommation droxygène des
boues activées et Minéralisation du glucose chez Escherichia cori.

o
Substances testées ttuoiiliii"'"*Cf.^-Consonmation

d)Bxygène (M/r)
Cf.^-Minéralisation
dil"glucos. (u/t)

cu**
cd++

zn**
^6+
UT

3-5 dichlorophénol

Benzène

Dibromo 1-2 éthane

Diéthylanine

Acide dodécylbenzène
sulfonique

Atrazine

Malathion

2r4. t } -s

I  ,  2 .  1O-5

2 ,5 . tO -4

2 ,8 .10 -5

1 ,1 .10 -3

3,9.  ro-3

3 ,2 .1O-4

9. to-5

)4 . r0  
-4

2 r5.tO-4

3,4 .  to -5

7 ,3 . to -S
|  ,g . to -4
6, z. to-s
g,4. to-3

4,5 .10-3
2 ,3 .1O-3

2 ,2 .1O-4

x-NT (4,6.10-4)

*Nr  (3.10-41

r+NT (4 ,6 .10 -4 )

xNT (3 .10 -4 )

2. ro 1  , 5 .  10

o

o

o

àsNT - Non toxique (concentration naxirnale testée)

o

o

o

o



o0,lraqa)
=

.ll,

ro
E

t{
O

r
o

l/|
p

É
!

-
:..{

O
.

i'io
C

O
N

N
c

;

c
t8

8
c

;

Êo(-)
o()

âoc)aooc)o

e,ad.dà1,
ooIt,()_

q

rc)
É

d
 

q
te

)
.À

 
..1

 €
.'.1 

.?1 
A

X
 

X
c

t
..1 

..,1 
C

)

v
,

A
v

àP
 

+
)^

c
r,Ê

 
o

ç
!c

)
q

0
|l, 

à
0

c
, o

ç
t 

É
5

rrl
a! 

d 
tll 

F
{ 

1r.
r{ 

(l{ 
r-l 

lr{ 
|.

g
b

 s
b

 e

Ë
' g

6
'9

 'd

sa
 H

r* 
8

,g
â

oC
}

\t)*)(,doa,
,oE

n6)
rq

)

ù)(,o{,aE

v,a)
.o..1})oC

'

a,
t,aolo

v,

ot,+
,o
)Ê

l
},Ê
É

(
J

c
ro

tia)
q{q..eâ

Ë
l- 

â P
B

E
^E

 i3
Ë

E
E

â
 E8

'!g
 ;3

.:I 8
3

 É
î €

:E

Ë
s ss sË

 s!

Ë
 

jg
E

- 
!:

3
s 

*s
crt 

l. 
N

 
.i,

g
e

 g
!

,HïnF
iv

a_
1

0
€

t)rc,

d
È

o
A

É
3

()rto
.A

Ê
(,

O
s

,
.e

 
u

,
9

C
)

É
.1

oc)

X
.o

tro
c

!a
,

g
 3

 u
; 

.3
iâ

e
â

Ë
3

 Ë;'â
."1

 
o

 
D

 
+

t 
d

.O
 

à
0

ti 
k

..{ 
E

 
D

 
t

t, 
(| 

5
 

..{.r{ 
O

.?
1

 .1
 

<
)l 

F
{ 

E
 

O
t! 

t 
O

 
o

..{ 
li

v
t 

O
 

O
 

tr 
O

r-1
 

q
l

g
Q

n
 

^
 

<
 

?

guË
 

ff*;ff 3
L

O
.tt ..{

Ë
 a

Ë
 

e
 n

5
 H

 f rii
.E

Ë
5

3
9

'û
g

É
.3

-a
a

'6
 e

'i.E
 v.i

" !.â
o

-
b

oT
r},c,!1,

Do

rrË
o

* 
3

 g
i

il -;:E
 f

3
-€

.:.F
d

 
L

N
E

q
Æ

5
-

c
)

t{
tâ

;'g
 €

* 
".5

 f,

d*Ë
 Ë El

' 
8

.rE
'â

 
^?

' z
ji gt6

Ë
giâi

o(, 
rO

tt9

C
! 

F
.l

O
 

o
.'{

..{
€

!
}

)
d

d
 

'l.E
o

..{ 
C

'.{
|r

lt
q

{
]'à

t
.r{ 

'! 
rQ

,
u

, e
A

tro
d 

..{
F

{ 
.ct

o

È..4
r{

B
Ë

5
F

4 â 
,6

9
lrx

€
 $

.i 'r
.'1 

.o 
.rc 

h
(g 

'E
 

.{, 
tt

E
Ê

E
 J

'g 
È

'
..{ 

, 
.A

F
lO

t{
.d

 
'J

.o
a

t'j
d

tc
l

€
E

.r 
-€

q
b

E
 

E
b

$
E

: Ë
;

ÉonttE.Ad,

{,no(tv,dlrf

-1
7

8
-

oooooooo oo

(otL
,

x
o

a,
tr, 

ael
-.e

ù)
t? 

o,

4
r.

iq,(,ctt(,O

o

oli,tÈ
1l,t,

rc,

ad.tt(tLà0
\l)noItÉadoot,o

o



o

o

o

a

o

o

o

o

SOIIIIIIAIRE

rNTROItUClroN. . . . . . .

r - GENMALITES.

2 - I,ES TESTS DE TOXICTÎE SUR BACTMTES.

2.1. PRESENTATTON DU MATERIEL BACIERIEN.

2.2. LES PRTNCTPAUX ÎESTS DE IOXICrTE BACTERTENS.

9

1 1

2.2 . r .

2 .2 .2 .

2.2.3.  fnh ib i r ion de
2.2.4.  fnh ib i t ion de

fnhibition du fonctionnenent global de la
ce l lu le  bac tér ienne. .  . .
fnhibition du fonctionnement de Ia chaîne
resp i ra to i re . .

l t

I rass imi la t ion  de  subs t ra t  carboné.  .  . . .  .  .
nécanismes particuliers

t 2
L7
r7

l 8
r9
20

22

23

23
23
24
29
31

33
36

39

39
39
40
4z
45
46

a

o

o

o

2.3. QUEUIUES REMARQUES SUR LES ÎESTS DE TOXICIÎE BACTERIENS. 18

Critères dtévaluat ion et mesures de la toxici té.
Choix du réactif bactérien.
Conditions expérimentales .

3 - ANATYSE BTBLIOGRAPHIQUE

3.1. INHIBTTTON DE LA BTOLUMTNESCENCE DE
PHOÎOBACTERIUM PHOSPHOREUM

Principe
La luninescence bactér ienne.. . .
fnfluence dbs conditions expérimentales

I T f l " " l g g  d e s  p a r a n è t r e s  p h y s i c o - c h i m i q u e s . . . .  :  : . . . . . . .
Répérab i t i té . .
Sensibilité du test Microtox et comparaison avec
l e s  a u t r e s  b i o e s s a i s . . .
Applications du test Microtox.

3.2. INHIBITTON DE LA CONSOMMATTON D'OXYGENE.

P r i n c i p e .  . . . . .
L e s  n e s u r e s  r e s p i r o m é t r i q u e s . . . .  . . . . .  . . . . . . . .
Ia. consommation dtoxygène des boues activées
Les tests dt inhibi t ion de ra consonmation drorcygène.. . .
ITflr"T9 des pararnèrres physico-chiniques.... : : .
Répérabi l i té . .
sensibirité du test rnhibition de ra consommation
droxygène de boues activées et conparaison avec les
autres bioessais
Apprications du test rnhibition de la consonnation
droxygène de boues activées

2.3 . r .
2 .3-2 .
2 .3 .3 .

3.1 .1 .
3 . t .2 .
3 .1 .3 .
3.  r  .4 .
3.  I  .5 .
3 .1 .6 .

3.r .7.

3.2 . r .
3 .2 .2 .
3 .2 .3 .
3 .2 .4 .
3 .2 .5 .
3 .2 .6 .
3 .2 .7 .

3 .2 .8 . 47

48



o

50

5o
50

o 3.3. INHIBTTTON DD LA MTNERALTSAIION DU GLUCOSE....

3.J.1. Assini lat ion hétérotrophe des bactér ies
3.3.2. Le potenriel  hétérotrophe
3.3.3- Problèmes posés par ra déterminat ion du potent iel

h é t é r o t r o p h e . .  . .  Ç . .
3.3.4- Les autres approches basées sur rrassinirat ion de

subs t ra t  carboné rad ioac t i f . . . .
3.3.5. Probrèrnes r iés aux nesures de la radioact iv i té f ixée

par les bactér ies
3 .3 .6 .  Les  nesures  de  minérar isa t ion  drun  subs t ra t  carboné. . . .

4- ETUDE ETPMIUENTALE DU TEST ''INHIBIITON DE LII BIOLT'UTNESCDNCE
I'E PTIOÎOBACTERIW PHOSPHORET'M'"

4.1. MAIERrEL EÎ METHoDES.

4 . 1 . 1 .  R é a c t i f s . .  . .  .  . . . :
4 . 1 . 2 .  M a t é r i e l
4 . 1 . 3 .  M o d e  o p é r a t o i r e
4 .1 .4 .  E :cpress ion  des  résu l ta ts

4.2. RESULTATS.

O 4.2 .1 .  fn f luence de  Ia  durée dr incubat ion . .
4 .2 .2 .  In f luence de  Ia  tempéra ture  dr incubat ion . . . .
4 . 2 . 3 .  E t u d e  d e  I a  r é p é t a b i l i t é . .
4.2.4. Evaluat ion de la Cf* de quelques substances

c h i m i q u e s  . . . . .

ETUDE ETPERIMENTALE DU TEST
DIOXTGENE DE BOUES ACTIVEES.

IITNHIBTTTON DE tIT CONSOMMATION

5.1. MATERTEL EÎ METHoDES

5 . 1 . 1 .  P r é s e n t a t i o n  d u  t e s t
5 .1 .2 .  Réact i f  b io log ique.  . .  .
5 .1 .3 .  Réact i f s  ch imiques
5 . 1 . 4 .  l l a t é r i e l .
5.  1 .5.  Protocole expérimental .  .
5 .1 .6 .  Express ion  des  résu l ta ts
5.1.7. Dosage potent iométr ique du cuivre l ibre dans

Ie  mi l ieu  réac t ionne l . . .

5.2. RESULTATS.

5-2-1. rnf luence du nir ieu synthét ique sur la concentrat ion
e n  c u i v r e  l i b r e  . . . . .

5.2.2. consommation dtoxygène des boues act ivées en présence
drautres mi l ieux.

5.2.3. Consommation droxygène chez les témoins
5.2 .4 .  Erude de  la  répétab i l i ré . .
5.2.5. Evaluat ion de Ia Cf(( ]  de quelques

substances chimiqueÉi . .

o
54

58

6o
6r

64

65

o

65
66o
67
69

7o

7o

74

v9
o

o

o

io

5-

99

1 0 1
1 0 2

o

81

9 2

82
9,2

86
9t
93
97

98

99

to2

ro7

o



o

o

o

O

6- EIUI}E EIPERIMEïITALE DU TEST
IIU GLUCOSE CNEZ ESCHERICHTA

ITNHIBTTTON DD UT MINERALTSAÎTON
col.r|'

expérinental . .
des  résu l ta ts .

6.1. MATERIEL ET MEffiODES.

109

1 1 0

1 1 0
1 1 1
1 1 1
1 1 5

r17

r17

6 .1 .1 .
6. r .2 .
6 .1  .3 .
6 . r .4 .

7 - IrrscussloN.

Réact i f s .
Matér iel .
Protocole
E:rpression

t?2
r24

r17

tn

ru

r2g

o

6.2. RESULTATS.

6.2 . r .

6.2 .2 .

6 .2 .3 .

6 .2 .4 .
6 .2 .5 .
6 .2 .6 .

fnfluence de la concentration en bactéries sur la
minéra l i sa t ion  du  g lucose. . . .
Mise en évidence drun facteur facteur r f tempsi l  sur le
taux  de  minéra l i sa t ion  du  g lucose. . . .
fnf luence du délai  dtut i l isat ion du réact i f  bactér ien
sur  les  résu l ta ts  de  tox ic i té . . .
Deven i r  du  g lucose e t  b i lan  carboné . . . . .
Etude de la répétabi l i ré. .
Evaluation de la CI.,., de quelques
substances chiniquedY. .

o
7.1. PERFORMANCES DES

BOUES ACTIVEES ET
ESCHERTCHTA COII.

TESTS MTCROTOX,
I,TINERALTSATION

CONSOMMAÎION D' OXTGENE DE
DU GLUCOSE U- C PAR

o

o

7 . r . r .
7  . 1 .2 .
7 . r .3 .
7 . r .4 .
7 . r  .5 .

S e n s i b i l i t é . . .
Répérab i l i té . .
Faisabi l i té et rapidi té
P r i x  d e  r e v i e n t  . . . . .
En résumé.

1p

1p
r44
r46
r47
147

7.2 . LES DOMAINES D'APPLICAÎTON DES
DIOXYGENE DE BOUES ACTIVEES ET

ÎESTS MrCR0T0X, CoNSoMMATTON
MINEMTISATION DU GLUCOSE CHEZ

ESCHERICHTA COIT. r4g

r49
150

151

r52

156

o

o

7.2 .1 .  Eva lua t ion  de  la  tox ic i té
7 .2 .2 .  Détec t ion  dans  les  mi l ieux
7.2 .3 .  Cont rô le  de  tox ic i té  dans

biodégradabi l i té.

des substances chimiques
naturels

les essais  de

8 - concr.usroN.

9-

t0 -

BIBLIOGRAPIIIE.

r7o

o

o

ANNETES.



LISÎE DES FIGIJRES

Figure I : Schéna du métabolisne du glucose chez les bactéries hétérotrophes

O 
aérob ies .

Figure 2 :  Réact ions droxydo-réduct ion ut i l isables par 1es bactér ies
hétérotrophes à des f ins énergét iques.

Figure 3 : Chaîne respiratoire drEscherichia coli en nilieu aérobie.

Figure 4 : Principe de Ia mesure de Itactivité déshydrogénasique au moyen de
I I  rNT.

o

o

o

O

o

a

o

o

o

o

o

Figure 5

Figure 6 :

Figure 7 :

Figure 8 :

Figure 9 :

Figure 10

Figure 11

Figure 12

synthèse d'ATP seron la théorie chimiosmotique de Mitchel l .

Mécanisme biochimique de la luninescence.

Le Respiromètre de Warburg.

vi tesse de consonmation spécif ique de lroxygène dissous par des
boues act ivées en fonct ion de la concentrat ion en substrat.

v i tesse de consommation de I toxygène dissous en fonct ion de ra
concentrat ion en boues act ivées.

Effet inhibiteur du p-nitrophénol sur la vmax drassimilation du
g lucose.

Déternination de la CIrO-Vma:< du p- nitrophénol.

Schéma de lrenregistrement de Ia bioluninescence.

Figure 13 : Evolution de Ia toxicité de CuSOn sur Photobacteriun phosphoreum

en fonc t ion  de  la  durée  de  l tessa i  (O =  15o91.

Figure 14 : Exernple de relation dose-effet du 3-5 dichlorophénol sur la

bioruninescence bactérienne permettant la détermination de ra cr56.



o

o

o

o

o

o

o

o

o

o

o

o

Figure 15 : F,rcemple de relation dose-effet de CuSOO sur la bioluninescence

bactérienne permettant Ia détermination de la CI-^.
)u

Figure 16 :  Pi lote de boues act ivées.

Figure 17 :  Verrer ie nécessaire au test Consomnation dtoxygène de boues

ac t ivées .

Figure 18 : Résurné des différentes étapes du mode opératoire.

Figure 19 :  Consonmation dtoxygène des boues act ivées dans lressai témoin, et

Ies essais A, B, C et D contenant des concentrat ions croissantes

de 3-5 dichlorophénoI.

Figure 20 : Exemple de relation dose-effet du 3-5 dichlorophénol sur Ia

Consonmation d toxygène des boues activées pernettant la

déterninat ion de la Cf.^.
JU

Consonmation dfoxygène des boues act ivées dans lressai ténoin et

Ies essais A, B, C et D contenant des concentrat ions croissantes

en CUSO .

E:cemple de relation dose-effet de CuS0O sur Ia Consommation

dtorygène de boues act ivées permettant Ia déterminat ion de Ia Cf.i 0 '

Matér iel  ut i l isé dans le test ' r lnhibi t ion de Ia minéral isat ion du

glucose chez Escherichia col i f r .

Figure 21 :

Figure 22 :

Figure 23 :

Figuré 24 : Préparation du réactif biologique pour Ie test 'rMinéralisation du

glucose chez Escherichia col i rr .

Figure 25 : Protocole expérimental du test ttMinéralisation du glucose chez

Escherichia col i" .



o

o

o

o

Figure 26

Figure 27

Figure 28

cinétique d,, 14c0, 
libéré

cinétique d,, 14c0, 
ribéré

Cinétique d,, 14c0, 
1ibéré

bact/m1.

par J6,5.t05 bact/mt.

par 9 17 lo7 bact/ml.

sur une période de Z h par 44r5.rc5

Figure 29 : rnfluence du délai d'util isation du réactif bactérien sur le taux
de minéral isat ion du glucose par 35.105 bact/ml.

Figure 3o : cinétique du 'oro, 
libéré par {6 . r05 bact/rnl pour res essais

ténoins et J essais avec des concentrat ions croissantes en 3-5
dichlorophénol.
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Figure 31 : Exenple de relation dose_effet

minéral isat ion du glucose chez

du 3-5 dichlorophénol sur la

Escherichia coli pernettant la
détermination de Ia Cf5O.

Figure 32 :  c inét ique du toro, 
l ibéré par 57,5.105 bact/ml pour les essais

témoins et J essais avec des concentrat ions croissantes en Cuso..

Figure 33 : Exemple de relation dose-effet de cuSOO sur Ia minéralisation du
glucose chez Escherichia coli permettant Ia déternination de la
ttso'

Figure 34 : Conparaison de la sensibilité à quelques substances chimiques des
tests Microtox, Consonnat ion dtoxygène et Minéral isat ion du
glucose.
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