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RESUIlE.

La lutte contre I'eutrophisation des eoux nâæssite l'épuration des mux rêsidueires avant leur
rejet dans le milieu neturel. Cette thèse s'inscrit dans une recherche qui e pour but
d'oméliorer ls fiabilité de l'Éliminotion pan voie biologique des pollutions ærbonées, aætæs
et phæphorfus des eaux residueires urbaines. Deux sujets ont été appnofondis; le
métobolisme bætérien du phæphore et lo pnoduction @ l'aætate (æidqjénæe).

L'étude du métabolisme bætérien du phæphore étoit fæalisfu sur l'ætivité de l'enzyme
polyphæphote-lqinase (ATP- polyphæphate phæphotnansféreæ). Une methode æ ftsqe de
I'activité polyphæphate-kinæique o été miæ au point pour Acinetobæter ælmtrbus. Elle
æt basée sur ls réoction:

poly-(P)n * AT32P --->poly-(32P)n*t + ADP,

Cette même méthode a été appliqufu sur différentæ souches bætériennes pures et sur des
bouæ ætivfus.

Certainæ souches présentent une ætivité polyphæphote-kinasique constitutive (entre 0,56
et 4,6 nmolæ P .min-'.mg-'prot.). Dans certains cæ la polyphæphate-kinær peut être
induite par oneénobiæe. L'ætivité pplyphçphate-kinasique mesurfu dans les boues est
toujours foible ( < 0,1 nmoles P .min- '.mg lprot.).

Une instolletion pilote de laboratoire o permis d'étudier le fonctionnement d'un réæteur
æidoç$ne et l'influenæ ft sa préænce sur le rendement & l'élimination du phosphore d'une
instollation de type "Phoredox modifié".

Læ essais rælises sur le réæteun æidoçne æporé ont permis d'en ærætériser le
fonctionnement. Le temps de sejoun hydraulique se situe entre I et 2 ,5 heures. Le flone ft la
boue du réæteur æifu$ne est drobie-onaérobie fæultative. Le seul æide gras volatil
produit en quontité mæureble est l'æétate. Le quantité d'sætate produite depend
principalement de la quentitÉ de substrst carbonê contenue dons I'eau résidusire.

Lo cinétique de prduction d'métate è portir d'une eau rÉsiduaire urbaine, mmurfu lors h
esssis en disconiinu, est de l'ordre de 0,2 mg d'æÉtate . g- I ttS . min- | .

Les essois de couplqe du r'éæteur æidqpne au pilote "Phoredox modifié" ont montré que le
gain d'éliminetion de phæphore est faible. Le râæteur æidqène rend l'æidqénèse
independante de la Énitrifiætion et dæ paramètres opératoinæ du système "Phoredox
modifié". ll faut cependant souligner qu'un râæteur æida3ène ne modifie pæ le bilan global de
l'utilisation du ærbone du système "Phoreôx modifié".

I1OTS CLEFS:

dephæphatation biologique ;
élimination biologique du phoephore;
,biætûætæ ælætian;
polyphæphate-lrinæ ;
ATP- polyptmphate phæphotransféræe ;
æiddnèæ ;
r&rteur onaérobie ;
Ptnredox modifié.



ABSTRACT (Résumé en anglais).

To control eutrophication in the natural woter bodies impliæ purifying wæte waters before
thqy are releæed into the environment. This thæis contributes to the resærch on the
removal by bæteria of corbon, nitrogen and phæphsrus from municipal wæte waters. Two
points hare been studied. In the first part of this work, the phæphorus metabolism of
bæteria was investigated, and the ætivity of the enayme polyphosphate kinæe was meæured.
ln the second part, an acidoçnic reætor wæ studied, and its influence on the phosphorus
removal in a l'lodified Phortx-type bench scale pilot plant was determined.

A method for meæuring polyphosphate kinæe ætivity has bæn &veloped 'for Atrnetahæter
ælmticus. The measurements were based on the following reætion:

poly-(p)n + AT32p --------> poly-(=ttrn* I + ADp.

The method wæ applid to a numben of bæterial strains end to ætivated slu@ samples. A
constitutive polyphæphate kinaæ ætivity ( between 0.56 and 4.8 nmol p.min- ' .mg rprot.)
was found in some bacterial strains. ln some cases, polyphosphate kinase activity was
induced by anærobiosis. The polyphçphate kinase ætivity of all ætiveted slu@ examined
wæ lo,v ( < 0.1 nmolæ P .min- '.mg- 'prot.).

Experiments on a bench scale aci@nic system showed that ætate was the only volati'le fatty
æid produced in measurable quantities. The quantity of ætate produced mainly depends on
the quantity of organic carbon in the influent.

Acetate production kinetics were r.neasured dqring batch experiments. The initial pnoduction
nate wæ about 0.2 mg ætate . g-l Ss . min-1.

lmprwement in efficienry of phæphorus removol in e tldifid Phoredox pilot plont upon
coupling ofter the æidogenic reætor ( | to 2.5 h frydraulic retention time) wæ minimel.
However, the æi@nic reactor makes the æidogenesis indepen&nt of the operating
ænditions of the fldified Phoredox plont.

KEY WORDS:

Biological phæphorus remwal ;
,4cinetaMter ælætÈtn;
Polyphæphatekinæe ;
ATP-polyphæphate phosphotransferase ;
Æi@enesis;
Anærobic reætor;
l"lodified Phoredox.
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SA|IENVATTI NG (Résumé en néerlandais).

Eén van È belongrijkste mifielen ter bestrijding van de eutrofiËring vôn meren en
woterlopen is het zuiveren van sfvslwoters olvorens ze te lozen. Deæ doktorætsthesis pæt in
het kder van het onderzæk op de biologische verwijder^ing van orçnische stoffen, stikstof en
fæfor uit huishoudelijk ofvalwoter. Twæ onderwerpen werden behsndeld: in het ærst dæl
werd de fæforhuishouding bij bæterién bestudeerd; hiertæ werd de ætiviteit von het ena/mË
po\rfosfætkinase (ATP- polyfæfaot fæfotransferæ) çmeten. ln het tweede deel werd de
werking van æn æidogeen s1Ætæm onderzæht en werd rle invloed nryfn ven de
aonwæigheid een æidogeen systeem op het rendement ven de fæforverwijdering v6n een
pilæt van het type "llodified Phoreôx".

De methode die ontwikkeld werd om de ætiviteit van het polyfæfaetkinase te meten msskt
çbruik ven É volçnde resktie:

poty-(p)n + AT52p ----1> poty-(52p)n* 1 + ADp.

De methode, ontwlkkeld vætr Acrhetoùæter ælættbus, werd toegepæt op enkele ondere
zuivere lijnen van bæteriën en op aktief slib-monsters. Bii enkele bæteriên werd een
constitutive ætiviteit çvonden (ven 0,36 tot 4,8 nmol p .mint l.mg- lprot.). Bij sommiç
bæteriën kon het polyfæfætkinæ çïnduceerd worden dmr æn anÉnobe perioft. Dq
polyfæfætkinæe-oktiviteit vsn alle slibmonstens wæ avak (< 0,1 nmoj p .min-l
.mg- 'prot . ) .

De werking van het æidogeen systeem kan als volgt çkenschetst worden: de lrydraulische
verblijftijtl in de æidoçne rætor bedrq I tot 2,5 uur. De flona van de æidoçne reætor
bestaot uit fæultotief #r'obe-ontt'drobe bæteriën. Het eniç vluchtiç vetzuur dot in
belangrijke mote gorormd wordt is ætæt. De hæyeelheid ætæt die gwormd wordt heng
vmrnomellJlc 0f ven rb hærreelheld orgnische kælstof In het Influent.

De kinetische parometers van É æidoçneæ werden çmeten tijdens botchgræven. De
initiële prduktiesnelheid vsn het ætæt bedroeg ongpveer 0,2 mg ætæt . g-l droge stof .
m in-  r .

De præren woarin de æidogene reætor æn de "tlodified phoredox"-pilæt çkoppeld werd
tonen æn dat & winst oon fæforverwijdering klein is. ln tegenstelling tot de ætoat-
pn0duktie in de enÉrobe ærn ven het "Nodified Phoredox"-systæm, wordt de produktie von
het ætæt in de æidryne neætor niet beïnvlæd door de werking van het "tlodified
Phoredo<"-systæm.

SLEUTELWOORDEN:

blologlæhe fæforverwlJGrlng ;
,*ct'rptùælæ ælættan;
po\{æfeatkinæ;
ATP -polyfæfæt fæfotransferæ ;
æidogenesa;
Effirobe reætor;
fldified Phor€tu.
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I NTRODUCT ION GENERALE.

Les pnæâ1és de traitement des eaux résiduairæ ont Évolué vers une épuration & plus en plus

effinee. A l'origine, æule l'éliminetion & la matière orpnique et fu matièræ en suspension

était vish, puis ont été @veloppfu læ tæhniquæ de l'élimination de l'ammoniaque par

nitrification, et celle fu nitrates par dénitrification. L'élimination du phæphore pÊr son

mumulation dons les boues ætivées, soit par voie physico-chimique, soit par voie

biolæique, constitue le terme ætuel È ætte Évolution.

Les procâÉs tr dephosphatation pan voie biolqique manquent encore de fiabilité. Bien que le

tæhnique per voie physico-chimique soit mieux maîtrisÉe, elle préænte Éux inconvÉnients

majeurs par rapport à l'élimination biolqique: une consommation importante É réactifs et

une production É boue supérieure de 25 à 40 ts (SCHl4lDTKt, 1985). Pen consâ1uent,

l'eliminstion du phosphore par voie biologique suscite ætuellement un grand intérêt. Le

point commun é tous les pnæâ1és & dephmphatation biolqique est le succession É pheses

ærées et é phases non-aÉr&s Êu cours du troitement. La bismessÊ sÉjourne ainsi

temporeirement dans fts conditions androbies. La dispon'ibilitÉ È substrot orpnique pour

les bactÉries #phosphatantæ, en particulier ôu Enurs & cette phme an#robie, est un &s

fæteurs clef du processus É @phæphatation bioloEique ( NIÛHOLLS, 1979; SIEBRITZ et al. ,

l  e83).

Dens le cdre É notre ræherche sur lo phaæ ônaÉrobie rlu troitement, @ux sujets Ont été

appnofondis: d'une part l'influence È l'androbiæ sur le métebolisme du phosphot'e, et en

porticulier sur l'ætivité & l'enayme polyphosphete-kinæ (ATP-polyphosphete phæpho-

transferase), et d'autre part le fonctionnement d'un réæteur acifu$ne et son effet sur le

rendement d'élimination du phosphore dans une installation pilote & cÉphosphatation.

Dans la première partie, le métabolisme du phosphore et des polyphosphates au cours d'un

traitement de #phoephatation par voie biologique est consitÉré. Une meilleure maîtrise du

conditionnement du métabolisme du phæphore chæ læ bætériæ permettrait d'amÉliorer le

rendement d'éliminetion du phæphore. L'étuè bibliographique traite un sujet un peu plus

væte que la recherche expérimentale; notamment la biæhimie ffi phénomènes É relargqe

et & rÉabærption du phæphore, propres aux prrÉÉs d'éliminetion biologique du phæphore.
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La partie expérimentale ù cette étude est fmlis& sur Ia polyphæphate-kinnse, une enz/me
clef du mÉtabolisme des polyphæphates (nnROLD,l966). L'ætivité de la polyphosphate-

kinæe æt étudiée chez des æuchæ bætériennes puræ et &ns dæ boues ætivées, en
particulier lors d'une alternance de conditions an#robies et eérobies.

La deuxième partie de ce travail est orientfu vers la disponibilité et I'utilisation des
substrats ærbonÉs por la flore des boues ætivées dephæphatantæ. Un réacteur non-aéré fut
dÉveloppé, et plæé en tête d'une chaîne de traitement biologique des eaux résiduaires. Ce
réæteur, appelé réacteur æidogène, est destiné à la production d'æÉtate, molécule facilement
æsimilable par læ bætériæ ræponæbles de la dephæphetation. Une installotion Èstinæ à
l'Élimination simultanée des pollutions carbonées, azotân et phosphorées per voie biologique
est un système complexe. L'étude bibliographique tend à mettre en évidence l'importance des
diffÉrents composonts qui ænstituent ce système.

Lo partie expérimentale de l'étutt du réæteur æid@ne regroupe læ expérienæs en continu
et És essais en discontinu. Les essais en continu, conduits sur une instollotion pilote, sont
destines à definir les poramètres opér'otoires du néæteur æidajène. En outre I'influence est
étudifu de la préænce d'un réacteur ældopne sur le rencbment de l'élimination de ph6ph0re

d'une installation pilote de type "Phoredox modifié" situfu en aval. Les essais en discontinu
permettent d'étudier lo cinétique de l'æid$nèse.
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IETUDE BIBLIOGRAPHIOUI DU I IETABOLISI1E DU PHOSPHORE ET DE
L'ACTIVITE DE LA POLYPHOSPHATE_KINASE TN PARTICULIER

1 I .  INTRODUCTION

L'étu& por tant  sun l 'æt iv i té  de I 'enayme polyphosphate-k inase,0u enære ATp

polyphosphete phosphotransfénase, s' inscrit  dans une nechenche plus lar ç sur l 'él iminotion

biologique du phosphor^e des eeux r^esiduaines. L'étude bibl iographlque tente de situer le r^ôle

de cette enzlmE dens ce contexte plus larç.

Seront abordes:

- I 'absonption et le tnansport membnanaine du phosphore;
- les pnopriétés chimiques et physicæhimiques des poiyphosphates (poly-P) et leur

læa l isation intræl I ulai re ;
-  la  h innh imip  dpc  nn l r rnhncnh: lpc  p t

r v \ e J ,  u (  

ô .  À .-  I ' impontance de cer ta ins cat ions (K*,  r f  * ,  cat* )  dans le  t ranspor t  e t  le
métabol isme du phosphore.

Puisque certainæ données suggèrent une relation entne le métabolisme des polyphosphates et

celui du poly-hydroxybutyrate ( pHB ), les points suivants seront traitÉs:

- les propriétés chimiques et physico-chimiques du poly-hydroxybutyrate et leun
loæl isatjon intnacel I  ulaire ;

- la bjæhimie du poly-hydr-oxybutyrate, et
- les r'ôles physiologiques des polyphmphates et du poly-hydroxybutyrate.

Finelement, læ æpects techniques seront aborÉ avec

- les mÉthodes de 6ssge de l'ætjvité polyphosphete-kinmique.

1 2 ABSORPTION ET TRANSPORT I1EIIBRANAIRE DU PHOSPHORI

Les ions orthophmphates constituent le source de phosphore la plus disponible poun les
bætéries. D'autr'æ compmés phæphorés sont probablement @ra@s avant leur absor.ption
pen la cellule. Læ phosphatases, enzymes qui cÉ;ra&nt @s æmposb phosphor'és en libérant
h orthophmphates, sont induites per une canenæ en orthophosphote. Læ phosphoteses sont
alors partiellement relarguées dans le milieu environnant, où ellæ exerænt leur fonction
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(  TORR tANr ,1 960).

Selon FINSTIIN e/ HUNTTR ( 1976), 25 à 85 S du phosphore soluble à l 'entrée 6 stetions

d'épuration se tnouve sous forme d'onthophosphates, et l 5 à 75 S sous forme de

polyphosphates; la quantité è composés phosphorés solubles serait nEliçable. A la sortie

&s stations & traitement secon6ire conventionnel (boue ætivée ou filtre bectérien), les

orthophosphates constituent 60 à 95 g du phosphore total, le reste étant des polyphæphates.

Le temps È séjour & l'eau ftns les stetion d'Épuration n'B pss été preci#.

Pr'éalablement à leur utilisetion, les onthophosphates présents dans le milieu doivent

traverser la membrane ællulaire pour pénétrer dans le Moplasme bætérien. Les

phosphates passent la membrane cellulaire par diffusion 0u psn différents types de

transports ætifs. Dans le cas d'une diffusion, les ions se cÉplocent suivant un grdient &

æncentnation ou suivont un gradient électnique. Pour effætuer un transport ætif , la cellule

doit épenser une centaine quaniité d'énergie (C0f1EAU et a/. ,1985; NICHOLLS, 1979).

Suite à une canence en phæphore,0u un séjour ûns &s conditions anærobies, certoines

bectéries absor'bent 6 quentités impontentes & phmphore. Une cinétique d'ebsorption en

@ux phæs o été reconnue; une phase init iele rapl@, l 'autre plus lente (IIEDYECZKY e/

ROSENBtRO, l97l  ;  NICH0LLS, 1979; ME e/ STRICKLAND, 1976).  Une cinét ique en deux

phases su6ère un transport actif.

Le transport des phmphates chez l7mmus /Mtcttbus est énergie-épendant, puisque

FRIEDBtR0 ( 1977) o cÉmontré sa sensibil i té aux inhibiteur's et dÉcouplonts.

L'existance de deux systèmes distincts pour le tronsport des phmphates e été rlémontrfo chez

Pæuûmonæ æruginæa ( LAC0STE et a/., | 98 I ) et chez. fsherichn æli ( ROSENBERO e/

a|.,1976;WILLSKY el a/.,1973). Chez fsherichn æ/i,le premier système tr trenspor^t est

constitutif. Le vitesse de tronsport dépend directement de lo concentrstion en phæphotæ. Ce

s/stème est ænsible à l'ætion ft cÉnuplonts (dinitrophénol, carbonylcyaniÉ-m-

chlorophényl-hydrazone (CæP)). Le deuxième système æt induit par une carence en

phæphore. Ce système a une granrh affinlté poun les phosphatæ. ll met en æuvre une

protéine péniplosmique pour le tnonsport des phosphates du milieu extérieun vers le

cytoplæme.
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CARBERRY dl TENNEY (1973) ont suçéré l'existencr de deux systèmes tr transport dans

des boues ætivées. A partin d'un ærtain @ré d'æcumulation É phæphore, un système @

cotransport K+ / HPO42- æroit responsoble de I'obsor'ption supplémentoire. Peu de

prfoisions sont données: ni le type de bactéries concenné€s, ni la concentration seuil en

phmphone à lEuelle le système de ætrensport s'ætive ont été cÉter'minés.

Dansd'autres cæ, un æu1 systèmedetnansport aété &mit. MROLD e/ SPITZ ( 1975) ont

montré I'existance d'un système antipont H?P04- / 0H- chez Streplmzus fmlis.

D'autres chercheurs ont une appræhe plus cinétique que mecenistique.

LEVIN el SFIAPIR0 ( 1965) oni reconnu deux phases dans la cinétique d'absorption du

phosphone (Fig. l.l ). Lo phase initiole est ropide, et suivie d'une phæe carectér'isée por

une vitesse décr'oissante. NICHOLLS ( 1979) ænsicÈne fulement que l'ebærption des

phæphates en eeration a lieu en &ux phases: l'une initiole repide, durant de 30 à 50

minutes, l 'autre plus lente, durant au moins 100 minutes. L'outeur estime que lo phase

rapiÈ reprÉsente l'absorption du phæphore relargué en anairobie et la reconstitution du

stæk È poly-P par le mfunisme "werplus" (S 1.5). La phaæ plus lenteaurait l ieu lors

d'une synthÈse ralentie d'æiÉs nuclÉiques, et est considÉrÉe par NICH0LLS ( 1979) comme

" luxuny uptake"  (S 1.5) .

NEDVECZKY e/ ROSENBERO ( l97l) ottr ibuent la phæ lente d'ebærption su métebolisme

normal en #ration. Au cours tr la phæ initiale, cette absorption lente sereit masqufu per

une obsorption rapide. RAE el STRICKLAND ( 1976) Érivent Ealement ftux phases

d'abmrption de phæphetes suite à une csrence en phæphore. Læ deux phm mettraient en

oeuvre &ux systèmæ de tr^ansports différents. Cependant, les canactéristiques des systàmes

ft tronspont de ME el STRICKLAND ( 1976) d'une pert, et de R0SENBER0 e/ a/.(1976) el

WILLSKY et a/. ( 1973) d'autre part ne conrespondent pas. En effet, la sensibilité pour

certains cÉcoupleurs et inhibiteurs est diffénente; par exemple, des découpleurs comme le

CICP ou le dinitrophénol n'offætent qu'un des systèmæ É trenspont decrit por R0SENBER0

eta/.( 1976) et par WILLSKY ( 1975), mais effectent la cinétique des deux phæs décrites

por ME el STRICKLAND ( 1976).
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Fig- l - l. Absorption du phosphore par une boue aérée en fonction du temps-
La concentrotion en boues n'est pas precisæ. D'après LEYIN et sHAplRO
(  |  e6s)_

Une vitesse ffiroissante chns le temps ft l'ebsor'ption @ phæphore o egolement été Érite
par MLL e/ EN0ELBRECHT ( 1977), puis par FUHS el CHEN ( l97S), sans distinction de
deux phæs, cette fois. De même, l'existence de deux pheses n'6 p6s été reconnue por flALNOU
et a/.(1983). Ces trrniers ont travail lÉ sur un pilote du type "Phorffix mdifié", et la
présence d'une zone anoxique (S 6. I ) a pu perturber la cinétique d'ebmrption du phosphore.

FrÉluemment, lors du transport fu phæphetes, simultanément un transpor.t ù cations
(Hf * 

, K* , C€2+ ) est observé. Ce phénomène est traité ùns le S 1.6.

I .3. PROPRIETES CHII*I IOUES ET PHYSICO-CHITlIOUES DES
POLYPHOSPHATES ET LEUR LOCALISATION INTRACELLULAIRE.

Les données relatives aux propriâés chimiques et biæhimiques prwiennent essentiellement
dæ publications È DAWES el $EN|0R ( 1973); EBEL elal ( 1955); MRoLD ( 1966) et
KULAEV eta/. ( 1979).
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1.3. 1 La cl f f is i f iætion chimique dæ polvphosphates.

Les polyphosphates peuvent êtr^e classes en trois catfpries: les métaphmphates, les
polyphosphates linéairæ et les ultraphosphates.

Les metaphosphates

A tont, tous les phosphatæ condensés ont été appelæ "métephosphates" ( KORNBERO, 1 957;
flUHAllfltD et al, | 959). Les métaphosphates pr^oprement dits sont des structures rycliques
(  MROLD,  r  966)

Les polyphosphates I ineajres.

ll s'4it É choines È phmphates condenses. Le @r-é de polymérisation (le nombre de

monomènes condenses, n) peut al ler de 2 à 106 . Le dimère s'eppelle pyr-ophosphete. Læ

polyphmphates l ineair 'es seroni appeles simplement "polyphosphates" ou "poly-p". Le "sel

@ Oraham", uti l isé ôu cours de ]a præente étu@ (S 2.4) est un polyphosphate É Stum

amorphe. C'est un mélanç & polyphæphates de différ"entes longueurs de chaîne (n = 22).

Le sel & Gt'oham peut contenir en plus de tres feibles quantités & métaphæphotes (EBEL er

a / ,  1955) .

Læ ultrephmphaies.

Læ ultraphosohates sont &s polymères r^amifiés de phosphates. Les ljaisons latér'ales ænt

tr'ès vrte hydrolysies &ns un milieu aqueux.

1.3.2. Les propriétt is chimioues et phvsicochimiques &s polyphûsphates.

Le polyphmphate ft sdium æt bien soluble, mais læ polyphosphates de f1g et d'autres ions

divalents le sont moins.

Le poly-P s'hydrolyse lentement È tempÉrature ambiante et à pH neutre; le demie-vie est

supérieure à 25 ans . A une température plus Élwfu et à un pH æi&, la vitesse d'hydrolyse

ætp lusé levee (HAROLD,  1966 ) .  l ' h yd ro l yse& la l i a i sonenhyd r i que -p -0 -p - l i bè re

entre 9 et l0 kcal par mole ( DAWES el SENIOR, 1973; KULAEV et e/. ,1979).
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Retenons f inalement læ caractérist iques su jvants fts polyphosphates (HAR0LD 1966):

- Les solutions squeuses sont viqueuses; cette propniéié impæe &s précautions au
manipulateur pour' l 'homqérnisation du mil ieu d'essai;

- Les poly-P complexent tr'ès fæilement d'sutres polymères, et spectalement les
protÉines. En mtlieu acitr, ces complexes peuvent prûcipiter à æuæ des intenactions
du çnre polyonion - polyanion. A cause de cette propriéte 1e dosqe des protéines peut
être inf luencé pan la présence de polyphosphates (S 2.7);

- Les polyphmphates complexent #s ions mÉtalliques.

1.3.3. Ln localisation des polyphosphates dans la cellule bactÉrienne.

Læ phosphates sont génÉr'alement stækés dans le c/toplasme sous forme de granules.

Différents arguments demontrent que ces granules métachromatiques, ou volutine, ou

encore granuies de BABES-ERN,ST cnnstjtuent ja fonme de stockage des poly-P.

- Ès bætÉries qui n'mumulent pas de poiy-P ne possedent Fas ces granulæ ( MROLD er
HAROLD, I  963);

L'mumulation et la disparit ion des gnonulæ obærvéæ en micnoscopie élætronique
sont corrèlées avæ l'accumulation et le @r'adetion de poly-P mises en éviftnce par.
voie anelyt ique ( FL0RENIT et al ,  I  985 ; FLORENIZ et a/ ,  I  984);

les gnanules peuvent être colones de la même façon que Iæ poly-P inorçniques
(KULAEV 1979,  EïEL et  I1ULLER, 1958;  WIDM, 1959) ,  mais  cer ta ines autres
inclusions ( per ex. le pHB ) peuvent se coloner éçlement ( KULAEV , I 979;
MROLD, I966 ) ;

BUCI -AN(1981 ,1983)aémon t réà l ' a ided 'ana lysesauxnayonsX(EDAX:  Ana lysede
la Dispert ion d'Ener'gie de rayons x) que læ granulæ visiblæ en miroscopie
élfotronique constituent des rqions à forte teneur en phosphore.

chez les bectér^ies, les gr'anules de polyphosphate ne sont pæ sépar'és du rytoplasme par

une membrone. Cependant, i ls peuvent êtr-e entourâs d'une couche lipidique (FRIEDBER0

el AVlOAD, I 968; DEINEfIA et a/., 1980). Dans ærtains cos, les granules æmblent être
sssæifu à d'autres structures rytolqiques comme Ie nuclæide ( MROLD, I g6G).

Apparemment amonphes en microscopie électronique, I'organisation exæte des granules

n'est pas tout à fait élucidee. Selon WIDM ( 1959), læ granules de poly-P contiendreient
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en plus: de I'ARN, des lipi&s, &s protéines et des catjons. Puique 1es po)y-P sont &s

poly-anions, i ls sont stabil i#s par des catrons comme Ng2, K* ou CaZ* (BUCHAN,

1 983). Læ cotions stabjlisoteurs peuvent être identifræ indirectement par' leur

transport avec le phosphore lors du præessus & relargoç et & rÉebsorption (S1.6)

I .4  LA BIMHIPl IE DES POLYPHOSPHATES

La biæhlmie És polyphosphates, objet d'importantæ recherches dens les annêes soixante,

n'est pas encore tr'ès bien connue. L'accumulation de poly-P a étéobservée dans un grand

nombre de micro-organismes: bacténies, champignons, levunes, algues; mais âplement

ftns ærtaines ællulæ È mammifères (KULAEV e.f VAOAB0V, 1985). Cependant,

l'unicité Ès voies biochimiques et leur r'égulations entre ces diffèrents gnoupes n'est pas

prouvæ.

En naison de ia pnedomrnance des bactér'ies dans les boues d'une station d'épunation, nous

nous l imiterons principolement È 1a biochimie &s polyphosphetes chez les bætÉries.

Seront traitées successrvernent: les voies biochimiques de synthèse, puis celles @ la

@r^dation fu polyphosphetes. Ensuite ser'e étudiée lo râgulation du métebolisme. Les

fonctions présumées et #montrées des poly-P feront l'objet du S 1.9.

1.4. l. Les voies menant à la s\/nthèse des oolyphûsphotes.

Au moins &ux réactions enaymatiquæ peuvent intervenin dans la synthese des poly-P.

La première est cetalyæe par le polyphosphate-kinese, le ftuxième par la 1,5

diphæphoglyolnete-polyphosphate-phosphotnensfér^ase. Les réætions & synthèse dæ

polyphæphotes, einsi que l'orçnisme dons lequel le r"éætion a été Étectfu, sut

næmblés dens les toblæux l. l  et 1.2.

( a ) l-a poly- phosphate- k i nose ou ÂT P - polyp hosp hate- phosphotronsférose-

mise en évidence pan Y0SHIDA e/ YA|IATAL ( 1955). El le

ætalyæ la réætion:

PolY-(P)n + ATP po ly - (P)n+t  +  ADP.
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K0RNBtRC ( 1959), étudiant cette enzyme chez fscherrchia atli a montré que son action

est llgz- dépendonte, et inhibee por l'ADP. Chez â {.rrh, cûmme chez hrynebæleriun

(KORNEER0, 1957) ,  la  réæt ion est  névers ib le .  HARoLD eI  HAROLD (  1965)  et  HAROLD
( I 964) ont observé que des mutants d' fnlerobæler polyphosphate-kinase - sont

incapables de synthétiser^ le polymère, et en ont déduit que cette ene/me catalyse une voie

de synthèse unique.  L 'enzymeextra i te  de f t lnone/ la ,  pur i f iée par ' t tÙLRnDT (1971)  a

des propr ié tes semblables à I 'enzyme d ' t .  as l idécr ' i te  par  KORNBERG (  1959) :  r  évers ib le

et inhibée per I 'ADP. Le tableau L l  nassemble les travaux qui ont mis en évidence la

synthèse des polyphosphates à par^tir^ de I 'ATP.

Tableau l .  l .  La synthèse des
polyphosp hate- phosp hotransférose

polyphosphates catalysée par l 'ATP-
( polyphosphate- ki nose).

Référence

YOSI-ilDA d YAÀ,iATAKA, 1953

HOFFMA{N€sTENHOF, I 954

KORNBERG é{d I956

MUHAI/MED, I96I

l-trFOtD r/ HÀFOLD,l963

SUZUK| dd.,1972

0rganisme

levure

levure

t. cttli

tory-nebæterfun

fnterab;æter

I  m/t ,
! ç î  . . . - . .  h . a . . l . -  ^ , , ,  ^

I l,P L-LtLttA-' tGi I Ul | /

Réaction

ATp __> 4prp + poty_p

ATP+ 4grP+polpP

ATP -+ ADP+ polpP

ATP -> ADP+ polpP

ATp _+ 4pp+polpp

ATP

AÏP

ATP

U dBBOVY}I, lg73

LEYhISON ct'd, lg75

FELTEB dt'STAIIL,1975

*fABALIN ë|d.,1977

YALLAù{COUFT, I978

[. coli

,4rthrobæler

levure

I evure

,4nacwtis

ATP+ polpPn

-è ADP+ poll+p

---->ADP+ poly"P

--_->4$P+ PolY'P

------>ADP + polyPlia 1

ATP -- ADP+polpP

ATP -> ADP + poly.P

=- réactionréversible; -+ révenibilitÉnon démontrée; ? réaction utilisée inconnue;
ATP + pdpPp : utilisdion de pdlrP synthétique.
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( b) La 1,5 - diphosphoglycérate-polyphosphate-phosphotransférase.

Une toute autre voie a été decrite par KULAEV ( 1 975) et KULAEV e1 VAOAB0V ( t 9S3)
chez plusieurs autræ orgonismes (tablæu 1.7 ). Cette voie æt ærætérisée par la
réætron:

COO-P
CHSH + poly_pn

cH20- P

cette enzyme est inhibæ par I 'ADP, I 'ATP et par 2 mti tr iodoacetate, mais le 2,4 -

dinitrophénol reste sans effet. L'ætivité est stimulee por I'ddition de fructose - 1,6 -

di phosp hate, al tuI æe, glyæralÉhyde- 3 - phmphote- tuhydrqt'næe et MD.

Chez les organismes où les deux voiæ (polyphosphate-kinaæ et diphosphoglycerate -

poly-P - phæphotransféraæ) sont præentes (notamment chez f. æ/i, lTuwus
/@iktrcus el Propnnrbæterium shermanii), I'activité polyphæphete-kinæique est
supérieure. Dans la plupart des cm, lo voie cetalysee par le l,J - diphosphoglycenate -

polyp hosp hate- p hosp hotransférase paraî t de sæonde i m por tance.

Tableau | -2- La voie ft qynthèse fts polyphosphates catalysee par ra | ,r -
d i p hæ p hq I ycé r ate- p o ly p hosp hate - p hosp hot r an sfér ase.

cmH
CHgH + poly_pn+ |
cH20-P

Référence

KULAEV ( I 975)

KULAEV e/ VAOABOV ( I 983)

0rganisme

levure

Esfierrchrb
flrcrmus
Proppnibætærun
8ù/lavibrra

RÉætion

l ,JDP0A + polypn
--+5P0\ + polyPn* 1

I ,JDpSA + polypn
-- Ip$A +polypn+ 1

I ,5DP0A: æift I ,S-rl1phæphqlycérique ; JpOA: ætcte S-phæphoglycértque.
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1.4.2. Læ voiæ biæhimiquæ menant È la cÉrradation des poryphosohates.

Les voiæ biæhimiquæ @ rÉ]ratrtion ffi polyphæphates sont nombreuses. Elles sont
catalysées psr une des enzymes suivantæ: I'ATP-polyphosphate-phosphotransférase, l8
polyphosphate-AtlP-phæphotransférase, une des polyphosphate-hexokinases ou une des
hydrolææ.

( a ) l-'rtf p - polyp hosp hate - phosphotransférase.

Lo "réoction invenæ" catalysée par lo polyphosphate-kinæ peut s'&nine:

poly-(P)n*l + ADP .--_.-----> poly-(P)n + ATP

En effet, la principale enzyme de synthèæ h polyphæphatæ (HAROLD,l966) catalyæ
une réaction qui est réversible dans les conditions expénimenteles decr'ites per centains
auteurs (KORNBER0 et al  ,  1956; suzuKt et  at  ,  t97z;  st- tABALlNe/ al  ,1977).
Quelques auteurs ont mesuré uniquement la réætion de dEradation du pory-p (suRESH er
a/. , 1984, SUZUKI et al ,1972). Le tableou 1.5 ræmble læ organismes utilises dans
les expérienæs @ plusieurs outeurs et Iæ réætions mises en évidence.

Tableau 1.3- La voie È degrdation des polyphosphates catalysée par la
polyphosphate- ki nese.

Référence

HOFFI'IANN-OSTENHOF, 1 954

KORNBERG etaL 1956

HUOHES et a/. ,1963

MROLDe/ MR0LD,1 963

SUZUKI et a/. ,1977

SURESH etaL,1984

Organisme

lwure

E aili

algue

fnlerobæte.r

f. mli

Pæudynanæ

Rfution

ADP+po l y -P  +  ATP

ADP + poly-P ==> ATP

ADP + poly-P ATP

ADP+po l y -P  +  ATP

ADP + poly-P =.-È ATP

ADP+po ly -P  +  ATP

=* rÉætion réversible; ---+pwersibilité non prouvée
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(b) La l{AD*-kinæe polyphosphate dépendante.

NURATA et a/. ( 1980), cité per KULAEV e/ VA0AB0V ( lgSJ) ont mis en evidence la
r'éætlon sulvante:

MD+ + poly-(p)n MDp + poty_(p)n_ I

cette néætion est cataly# per" la MD*-kinase polyphæphate ctépendante. ll n'est pæ

cleir si le substrot que |IUMTA el a/. ( I9S0) ont &cr-it comme "métaphmphate"

consistait en polyphosphate lineaire 0u en métaphosphate. La MD+-kinase polyphosphate
( ou métaphosphate) cÉpentrnte a été detecté chez ,4ætoba:ter, Adtromabæla,
Ereyiûæterium, (brynehæterium, /"lLraemus, mais on ne l'a pu détæter chez
fæherichn, Praleus ou AeroMler.

( c ) La polyp hosp hate-Âtl P - p hosphotransfér ase.

Cette enzyme côtalyæ la r'éætion:

poly- (P)n + Al '1P po ly - (P )n - t  +  ADP

Le transfert d'un groupement phosphete & poly-P à I'APIP a été observé dans certaines
conditions expérimentales (DlRHElllER r./ EBEL, lgGS; SZyt10M, 1962; WINDER e.r

DENNENY, 1957),  mais le Kmélevépour l 'At1p (ZO mN, DlRHEl l" lER el  EBEL, lg6b)

suElère que cette voie ne joue qu'un rôle mineur" dans Ès ænditions physiolqiques

normelæ. Le tableau 1.4 rassemble les orçnismes emplqyés dans les expériences des
différents auteurs ainsi que les réætions mises en eviÉnæ.

( d) La 1,5 - di phæphoglycrrate- polyphosphate- phosphotransférase.

La reversibilité de la réætion de synthæe de polyphæphate por la I ,J-
diphosphoglycérate-polyphosphate-phæphotransférase n'avait pæ été #montrÉ pour une
lwune (KULAEV, 1975; Tab. 1.2), mais læ enz/mæ des bætéries examinfus
( fsherlclttî, /'llcrmus, Propnnibæteriun el Bûttwrhrn ; Tab. 1.2), æmblent
pouvoir catalyser lo réætion de degr*tion.
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Tobleou 1-4. 0bservotions de l 'octivité du polyphosphate-Al. lp-
phosphotransferase_

Référence Organisme Réaction

WINDEF d DENNENY (lg57l tlwhæteriunt polpp + AMp + ADp

KULAEV [983] Carynehæle.riurn id

DIHHEIMEH di EBEL il965) ry@tæterium td

( ei Les polyphosphste-hexokinases.

La polyphosphate-glucokinase catalyse la r-éaction suivante (SZyf1ONA el a/. ,1967;
DlRHEl f l tR e l  EBEL ,  1962)

0 lucose + poly_(p)6 G lucose  -  6  -  (P )  +  po l y - (P )n_ l

Cette rÉætion nécessite le flgl* comme cofæreur.

ll est intéræsant de noter que toutes læ souches étudiées par SZyfl0NA et a/. ( l967)
possédaient également I 'ATP - glucosekinase. Cette obser'vation montre l 'e:<tstence oe
deux voies parallè1es de phosphorylation du glucose. Le tableau LS présente les
organismes emplOyés dans les expériences dæ auteurs, oinsi que les réactions mises en
évidenæ.
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Tableau | -5. Les voies de ftgradûtion ùs polyphmphates menant à la
phosphorylation És hexoses.

Référence Orgonisme Réætion

57çppd | 962 tbryæàætæiun G + pgrp **> GFP

SZY'[{Où,fA dOSTRO\YSKI, 1964 tlryhæte.riun G+ potpp -->GS-p

SZilffi{A dSA.MLO, 1966 tlryhæte.riun F+ pofif -> F$P

SZYIIG{A dd., lgîî Præltnon},æ G+ pdyp ->G-6f
,btinatnyæs

TFYSO+.{ dKULAEY, 1968 tlrbrtzwus ç" po{t p -> GH
Staphylaszrus id.
.Streptmus id.
Proprranit*:lerium id.

tÀ,HAIAdd"lgT8 Achranaùæter Ç+pgp ->G6+

B: glucose; 0-6-P : glucose - 6 - phosphate; F : fructose; F-6 -p :
fructose - 6 - phosphate.

(f) Les hydrolæes.

KULAEV el VAOABOV ( 1983) distinguent deux types d'hydrolæs: tes polyphæphate-
phæphofrydroloæs et les polyphæphate-polyphæphohydrotsses ( Tob. | .6).



25

Tableau 1.6. La dégradation des polyphosphates catalysée par Ies
hydrolases-

Référence

MtFIAÀ4h4ED f/d, 1959

LAI'IGEN r/â/" lg62

Ll55 d LAI-,IGEN,l gô2

HÂFOLD r/HAFOLD, l965

0rganisme

fa,1?t. ,nûh 2f lêr,  t  I  m
L ' L q  , b  t t L . L r U L , l L t  t U I I I

levure

levure

fnlerohader

Réaction

polyP-----+ P;

pdtsP -----+2 polil-P

polyP ----->2 polpP

polyP -----+ P;

Les polyphosphate-phosphohydrolases 0u polyphosphatases h' idrolysent les poly,-P en

libÉrant des onthophosphates. Probablement, drfférentes eney'mes existent, ôvec une

plus ou moins grande spécif icité en fonction de la longueun de la chaîne. La réaction

çnÉrale s'émit ( KULAEV el YAOAB0V , 1983) :

Po l y - (P )n  -po l y - (P )n - t  + (P )

l lUMllf lED e.1 a/. (1959) ont trouvÉ une enz/me qui hydrolyse spécif iquement des

poly-(P) de hauts poids molÉculaires (Pl*1). Lons de la degradotion des poly-P, i l  n'y e

pæ & formatjon de chaînes de farble P1"1. Notons frnalement que l '1q2* inhibe la réaction

dans un cos ( l1uHAf1l1tD el  a/ .  ,1959) et  la st imule dans un autre (HAR0LD el

HAROLD, I  965).

Les polyphosphate-polyphæphohydrolÊses clivent les chaînes de poly-P de hauts Pf1 en
chaînes p)us courtes ( KULAEV el VAGABOV, I 9B3):

po ly - (P)n -=+po ly_(p)x +  po ly - (P )n_x

[.træ les levunes les longues chaînes de poly-P semblent êtr-e formées à par tir d'ATP. Ces

lorques chaÎnes seraient alons ùs précuræuns &s chaînes plus cour^tes (KULAEV er
VAûAB0V, 1983) (Tab 1.6). Chez les bætéries, cette voie n'a jamais été mise en

a/idenæ. Læ obærvations & f1lN0 elal ( l98a) indiquent également l'obænæ de cette
voie. En effet, ils n'ont pu demontrer un fohanç isotopique entne les phosphates & hauts

PP1 et ceux & faibles Pt1.
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I.5. LA RTOULATION DU I1ETABOLISI1E DES POLYPHOSPMTIS,

Notre ænnoissance & la régulation des voiæ @ synthbe et de @rdation h poly-p est
incomplète. Elle est principalement basée sur les travaux impor tants de l'fuuipe de
MROLD sur fnterobæler ærcEens (alors encore oppelé Aerobæler ær@næ ;
MROLD, 1963; MR0LD e/ MROLD, 1963, 1965).  La rqulat ion dæ trois ena/mes -

clé (phæphatæ alkaline, polyphosphatase et polyphæphate-kinase) est rrisumée sur la
f igure 1.3 .

G e n e  r e g u l a t e u r
c o m m u n

@

à( x

/ Po lyphospha te

I  Gènes

1 
s t ructure ls

\

P o l y p h o s p  h a t e
k i n a s e

es te rs
deP P h o s p h a t a s e

a l c a l i n e

Fig f .5- schéma du rnétebolisme des polyphosphates che,z Enterohæter et
sa régulation genétique. D'après H ROLD e/ ttÂR0LD ( | 965).

selon MROLD el I-[\ROLD ( 1965), l'unique voie É synthèse û poly-p est catalysée per
la polyphæphate-kinase. Le contrôle de le quantité de poly-P présente dans lo cellule est
exerÉ à lo fois por lo prâænce et par l'ætivité des enaymæ. I-|AROLD e/ MROLD
( 1965) s/onænt I'hypothbe que les synthèses des trois enaymæ-clé (phmphatose

elkaline, polyphosphatæ et polyphosphete-kinæ) sont controlées par le même gène

t \

Y\ .
pi \  > ATp ----> Acides

nuc lé i ques

Po lyphospha tase

Membrane
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r&;ulateur, mais que les çnes codant pour leur synthèæ ne se trouvenarent pas dans le

même opér'on.

La quantité de polyphæphate-kinase présente dans la cel lule dépend de l 'équil ibre entr-e

ses vitesses de synthèse et de dEr adation.

o  P o l g p h o s p h o t e
. , :  P o l  g p h o s p h e t e - k i  n n s e
r  P o l U p h o s p h o t o s e

( a )

(b )

.6
P

L
I ô

"TiI
t o  *  t  5
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oÊ
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N

UJ
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=  r0o

E O

N 6 0

oT 40

n 2 0

n
o "

I

o

â t
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L
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) < l  c

i l i
2 ( J t l

l l . c
l , ( l  Y

t o  3

o5
N

UJ

=  l O O

8 0

N 6 0

n
o) 40

=) 20

no
I
I
o

T e m p s  ( h )

D  P o l g p h o s p h a t e
x  P o l g p h o s p h a t e - k i n o s e
r  P o l U p h o s p h o t a s e

3 4

T e m p s  ( h )

Fig. 1.4. Accumulation de polyphosphates chez fnterohacler. Le 'luxury
uptake- dans des conditions d'une carence en soufre (a), et le -phosphote
werplus- suit à une carence en phosphore (b); ajout de phosphotes à t = 4
h)- D'après H ROLD ( | 964 )-
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flême si la polyphmphate-kinase est présente, elle æt en compétition pour æn substnat,
I'ATP, avec toutes læ autnes utilisetions tr l'ATP. La quentité fu poly-P formfu ne cÉpend
done pæ exclusivement É l 'ectivité potentielle de le polyphosphete-kinose, mois

frFlement É la quontité d'AIP disponible.

MR0LD ( 1966) distingue trux types de "accumulation pléthorique" intræellularre é
phæphor"e (c.à d., une ffiumuletion de phosphor'e en exces des beæins courants de lo
cellule): Ie "luxury uptake" et le "phosphate werplus" ,4arement appelé "wenplus

compensation". Dans les deux cas, un desequil ibne nutr- jt jonnel en æt I 'oriqjne.

Le " luxury uptake" ou "assimilation excâlentaire" o lieu quand la synthèse
d'æiÈs nucléiques est bloquæ por la carence en un mÉtabolite essentiel, par exemple le
soufre. Les activjtÉs polyphosphate- kinasique et polyphosphatasique n'augmentent pas
(Fiq. 1.a). L'æcumulation de poly-P peut êtne expliqufu au mois par-tiellement par la
competit ion plus faibie pour 1'ATP. Quand l 'élément essentiel redevient disponible, la
croissance peut reprendre, la synthfue de poly-P diminue et sa dégrdation est accelénée.
Les orthophosphatæ liberes peuvent être utilisés pour la synthèse @s acides nuclÉiques,
&s phosphol i pides etc... .

Dans le cas du "overplus compensation" ou "surcompensation de la carence en
phosphore", l'accumuletion de polyphosphates est induite par une pnivation préalable
h sources & phmphore. Lors É cette privation, l'ætivité polyphmphate-kinesique

augmente, tout comme I'activité polyphosphetæique. Quand fu onthophmphatæ ænt
introduits dons le milieu, ils sont vite absorbÉs et stækés sous forme de poly-P. Ce
phénomène a été nommé "phosphete overplus æmpensation" en tnduction du "Phosphet

Ubenkompensation" & LtSS et LAN0EN ( t962).

La nft;ulotion & le @nadetion ffi polyphosphetæ e été étudiæ moins en Étail. D'une
part, la r éaction:

ATp  +  po l y_ (p )n ADP + poly  -  (P)n*  I

æmble æuvent réversible (S t.4); le sens &
pan le rapport ATP/ADP (KORNBERO, t9S9).

ærqanâ, le degradation des polyphæphotes

le réætion pourneit alors être déterminé

D'autre pant, comme chez, fnterobæter
peut être requlæ par le biais de lo
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polyphosphatase. Le réguTation des polyphmphataæs n'est pæ connue en cÉtail. Aussi

peut-on se demonden crmment les ectivités polyphosphatosique et polyphmphate-

kinæique sont djfférenciées, lo synthèse ffi deux enzymes étant regulæ par le même

ç$ne? ll semble probable que le concentnation en or^thophosphate influence I'equilibre de

lo réætion catolysee par lo polyphosphotæ.

D'autræ voies de cbgnadation sont connues dans @s cas bien prfois (S t.+ ), mais Ieurs

mfoanismes ft rfoulotion n'ont pæ été rapportæ.

I.5. LE ROLE DTSCATIONS DANS LE TMNSPORT ET LI IIETABOLISNE DU PHOSPHORI.

Les catjons (Na+, Ka*, Ca+, l ' lg+ ) interviennent à plusieurs nivæux dans le mÉtabolisme

des polyphosphates. Les cations sont indispensables pour neutraliser les cherges
nâptivæ, mais certains jouent @lement un rôle d'ætivateur pour un grand nombre
d'enaymes. Dans le dre du traitement És eaux râsiduaires. les cations ont été étudiÉs
sous &ux angles: dans les phénomènes de transport, et dans leur association ovec ies
polyphmphatæ ffins læ granules mÉtæhromatiquæ.

Très souvent, un tnonsport & cations parallèle à celui És ions phæphates a été observÉ.
Le tablæu I .7 resume les principeux ions dÉterminés.

l lfaut noter que læveleuns repportÉs par'0LS0N el GONNEL ( tgZt) pour I 'absorption
& HgZ+ en aér'obiæ correspon&nt aux veleuns du relergry & NgZ+ en anærobiæ.

Por contre, les quentités de C€F* r'elerguées en anærobiose ne correspon&nt pæ è celles
ebærbhs en oérobioæ. 0ARBERRY e/ TENNEY (t97J) soulignent l ' importanæ ffi
cations monwalants et notamment du Na+ et du K+ pour I'absorption du phosphore par les
boues, toutefois sans établir une relation mathématique entre les quantités Ê cations et de
phmphetes, et æns préciser la quentité ft phosphore æumulée dans les boues.

RENSINK e/ DONKER ( .|984) ont étudié l'évolution &s conæntretions æ Ca, l'1g et K au
cours d'un traitement dans un pilote du type A /0 (t#robie - androbie). tes résultats
sont présentés sur lo figure 1.5.
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ïableau l-7. Ropports molaires des cations et phosphates ralorgués ou
absorbés 8u cours fts traitements biologiques onaérsbies-rÉrobies.

Référence ng2* | p ca?* | PK*  IP

Éfl Yt{ d KHSTB'ISEN, I g g/+

cotJEAJ dd,l985

RJKASE dd,lggrt

GEHBEN d }1f{TEF,I98.1

i'l EG.aû{C K [c urm. p en.J

ÈrYApTO-ttLLs dd,l983

OLSOT{ cfCW{EL, lgIt tU

t2l

0,32

0,24 - 0,29

0,32

0,25

0,30

0,2s

0,2ï - 0,35

0,28 - 0,39

0,23

0,20 - 0,34

0,28

0,25

- 0,{2

B,2l

I

I

I

0 ,00-0 , I2

0,25

$

- 1,32

I

0 ,06-0 ,1  I

0,1 7 - 0,6I

$ ,  ;( I ) et (2): différentes expériences.

,  À n s e r o b i e  ,  ,  A e r o b i e  ,

_ 6 0

o 4 0
E

3 0

2 0

î
r  1 6

E
I

4

; a

;
ç .

I

H g  S o l u b l e

E  r  3  5  I  t O  S

C o m p 6 r t l  m e n t s

Fig. l-5- Evolution des concantrations en co, llg et K solubles 6u eourg
d'un traitement aÉrobie - anaérobie en vue d'une élinination biologique du
phæplnre. D'aprfu REI{SII{K at DOI{KER ( t 9S{).
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on peut en cÉduire un echonç important d' ions Hg2+ , et en morndr^e mesure de ca2+ et
É K' entre la boue et ie l iquiÈ environnant, correlé avæ celur fts phosphates.

Les chiffres nappor"tÉs par les différents chercheurs pour les fohançs de H92+ et de K+
sont asæz æhérents: 1e napport molarre |1g / P se situe le pius souvent entre 0 ,27 el
0,32,  ce lu i  & K /p  ent re 0,23 et  0 ,28 ,  tandis  qu ' i l  est  d i f f jc i le  de tnouven une re lat ion
entre l 'évolution des ions phosphatæ et @s ions Ca2*.

D'autre part, des chercheurs ont dosé les cations dans les boues des reacteurs ( Tab. l.g).
Læ valeurs æ KAINMTH (comm. pers.) portent sur 8O obærvations, faites sur des
æhantillons prélwfus dans les zones aerobie, anoxique et anærobie d'un pilote de type
Phor'dox modifié.

Tableau 1.8- Rapports molaires entre trois cations et les phosphates dans
les boues-

Référence conditions t lg /P KIP Ge /P  EP

AFYIN d KHISTENSEN, I 984 n-4, fixÉe I

0,333
0,2ô4

0,29

û,2 I

0,36

t,2l
t,20

I
I

0,28 1
0,377

0,29

0,94

I
I

I
I

1,7

0,054
0,1 00

7,4 - 9,3

2, l5
5,26

RJKASE dd,l98+ tl]
t2l

KAF{BATH[cunm. par.J

MEGAûICK[comrn. prs.J

OLSCF{ dCOIS{EL, t97l

HruÉû{ r/d,1983

n-4,libre
{ lihe

A a n-A,libre

A, IHC

A,libre

A, fibre
A,lihe

0,9 - '1,3 1,6 - 5,9

0,82 5,û

0,57 2,+

'1,79
3,84

tt)
TzJ

0,, |9
0,21

A; aéree; n-A: non #rée; fixée: biomasse fixeel
donnfu disponibles; ( t ) et ( Z): différentes expérienæs;

l ibre: boue l ibre; /  :  pas ê
$P : teneur en phosphore
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BUCIiAN ( 1985) onnonce des rapports moloires Co/P voriont entre 0,12 et 0,28. Ces
reppor'ts sont bæés sur des mesunes à l'eiÉ de la technique EDAX (Analyæ ft la Dispertion de
I'Energie de rayons X).

WATAMBE et a/. ( I 984) concluent de leurs études à l'aide d'EDAX que le l1g et le K jouent le
rôle majeur dans la neutralisation des polyphæphates intnæilu.|arres.

Le rapport molaire tr Hg /P trns la biomasse semble relatrvement constant; les valeurs
sscil lent entre 0,20 et 0,36. Le rapport K/P o moins souvent été établi; une vsleur entre
0,28 et 0,58 æt probable, mais fIECIANCK (æmm. pers.) a obærvé un rapport ê 0,94. Le
rappont Ce/P est extrèmement variable; de 0,054 à des valeurs supérieurs à 1. ll n'est pas
improbable que selon les circonstances, trs complexes & Ca aræ d'autres anions que les
phosphatæ puisænt æ former.

En résumé: l'impontanæ ês ions Hg2* et K+ pour le prmus de l'éliminstion biologique clu
phæphore est mise en évidence psr un nombne important d'auteurs. Non æulement ils sont
présents &ns les boues en pnoportions relativement constantes por repport eu phosphore,
mals il s0nt relargués et absonbés par la boue en même temps que les phosphates. Le rôle
exæt des cations ne semble pes entiènement élucirlé.

I.7. PROPRIETES PHYSICO-CHIIlIQUES ET BIæHIIlIQUES DU POLY-HYDROXYEUTYMTE ET
SA LOCALI SAT I ON I NTMCELLULAI RE.

Le poly-B-hydroxybutyrote (pHB) est un poly-ester du D-(-)-3-fryOr.oxybuÇrate. C,est
un polymère linéaire, constitué É plusieurs æntaines à plusieurs milliers de monomèræ.

Le pHB æt insoluble dons un milieu poloire. Dans la cellule, le pHB est stæké sous forme de
granulæ, entoures d'une structure de type membronaire, différente toutefois d'une
membrane cellulaine clæsique (DAWES el SENIOR, lgTJ). Si ætte æuche superficielle
outour &s granules n'est pæ un ortéfæt de préparotion, elle pounoit jouer un rôle
dinterfæe rytoplæme-pHB. En plus du pHB, cffl granulæ æntiennent flplement h
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protéines (2S) et des lipitrs (DAWES el SENIOR, 1973). Les granules refrætent la
lumière et sont fæilement colorables au noir de Soudan.

selon FINDLAY el wHtTE ( lgBJ) et WALLEN et R0HRWEDDER ( 1974) le pHB
intrællulaire devrait être appelé poly-B-hydroxyalcanæte (pM), car il s,agit d,un
hétét'opolymère. Le pM isolé des bouæ ætivées est æmpæé essentiellement de
B-hydroxyvalérote et de B-hydroxy butyrate (WALLEN e.t R0HRWEDDER, 1974).
cependant, 95 s des monomènes constituant le pM & gæte.rium mryteriun mnt du
B-hydroxybutyrate (FINDLAY el WHITE, 1983). Par convention, les pl-lA des orçnismes
seront appeles pHB.

Le pHB est un pnoduit & stockqe de carbone à l'état réduit. Son influence sur le pression
æmotique et sur l'equilibre &s néactions est minimale. Pan l'æterification des monomères,
læ gt'oupements ærboxyles sont neutralisés, et son influenæ sur le pH intrællulaire æt
{plement minimale.

La synthèæ et la @r&tion du pHB sont schématisés dans la figure I .6. La synthèse part &
l'€cstyl-CoA, ploque tounnonte du métebolisme. Deux molfoules d'scetyl-CoA sont condensées
pour 6nner I'dtoacétyl-CoA. Le groupement =0 sur le carbone J de l'dtoscetyl-CoA est
réduit pan le MDHZ pout' fonmer le B-hydnoxybutyryl-CoA et le MD Ensuite le

B-hydnoxybutyryl-CoA est polymérisé en libérant le CoASH.

La @radation suit une autre voie que la synthèse, ce qui fæilite une bonne regulation du
stæk de pHB. Le pHB est hydrolysÉ, et læ monomères (hydroxybutyrete) mnt oxycÉs en
æide oétoaætique, en réduiænt un MD. L'æiÉ acetoaætique æt ætivé per le CoASH et
ensuite, à l'aide d'un deuxième COASH, clivé en deux molfoules d'acetyl-CoA. (DAWES er
SENlOR, | 975 ; 0AUDY a/ OAUDy; | 980).
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Fig. 1.6. schéma des voies de synthèse et de rlégr&tion du pory-
E-hylrorybutyrate. Selon e UDY af 0ÂUDY, t980.

CoASH
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I.8. LE ROLE PHYSIOLOOIQUE DES POLYPHOSPMTES IT DU POLY-HYDROXYBUTYMTE.

ll existe certaines anologies entre le poly-P et le pHB, Læ deux mæromolfoulæ sont
principolement synthétisees lorsque lo culture des bætéries s'opère en milieu carencé ( par
exemple en æote (DAWES e/ SENIOR, 1973). D'autre port, un centoin antogonisme entre le
poly-P et le pHB a été observé; au cours du traitement dans un système d'élimination
blolqlque de phæphore, lB concentration en pHB dans les boues evolue d'une fryn Inverse
par napport à la concentr^ation en poly-P (FUHS e/ CHEN, lgTS ;pOT0|ETER e1 EVANS,
| 983 ; FUKASE et a/. ,1984).

Nous considererons d'ebond lo littérature concernEnt le rôle du poly-P, puis du pHB, et
ensuite les reletions possibles entre les deux produits de stækry seront étudies.

C'æt bien le poly-P qui æt responæble des variations des teneurs en phosphore total entre
les échentillons de boues pnélev&s dans diffénents stades de la filière de traitement; la
cot'télotion entne lo teneun en poly-P et lo teneur en phæphore totol des cellulæ est
signifiætive à cet éqard (Fig. l.S). Apparemment læ variotions dæ teneurs en phæphore
total dans une boue EU cours du tnaitement enaérobie-#robie sont quesi exclusivement dues
aux voriotions fts teneuns en poly-P de faible poi6 molfuulaire (PH), comme defini por
l '11N0 el a/. (1984 b). La figure 1.7 montre l 'Évolution, au cours d'un traitement
anaÉrobie/aérobie, des différentes frætions de composés phosphorés. La teneur en poly-p de

faible Pfl évolue & feçon porallèle à la teneur en phæphore total (P1s161). Læ teneurs en

d'autræ composes phæphorés (poly-p de hout pf1, æiffi nucléiquæ, phæpholipiÉs,
phæphoprotéines... ) restent stebles dursnt le treitement entier.

Selon KULAEV ( 1975), les poly-P de heut Pl.l constituent une rÉserve tampon pour le
métebolisme, qui permet une râ;ulation optimale des concentrations dee composés
phæphorés, et des Pi en porticulier, incEpendemment dæ ænæntrations extrællulairæ.
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Râæmment, VAN 0ROENESTYN e/al ( 1985) ont mis en évidence expénimentalement le r.ôle
du poly-P chæ Aunetotæter æmme rrherve de phosphore en æs de carenæ en æt élément.
Chez d'autres orgnnismes (algues, champignons, Enterobæler, hrynabæteriun ) ælIe
fonction a été mise en évidence ontérieurement ( raru por rjAROLD r 966).

De plus, KULAEV ( 1975 ) e ettribué aux poly-P Ie rôle de rriserve de phæphetes ætivrh, et
en ænsûluence ft réærve d'énergie, en premier lieu pour dæ phmphorylations de
cerbohydrates dans des phénomènes de trensport etc....

fllN} et a/. ( l9S4 b) n'ont pæ observé d'æhenç iwtopique entre læ poly-P & heut p11 et
les poly-P & feible P11. Cette observetion suppor te l'hypothèse que chez les bæténies les
poly-P & hauts P11 ne sont pæ les præunseurs des poly-P de faiblæ P11, et par consâ1uent
que læ poly-P & faible Pl-1 sont formâs via la voie ft le polyphæphote-kineæ (l-lAR0LD,

1966) 0u par une des voies rwues par KULAEV el VAOABOV ( lgSI) (voie catalysée psr le
1,5- cliphæphqlyærote-polyphophate-phosphotransféræ).

l'11N0 elal ( tgg+ o,b) ont sugçré que les poly-P de faibles Pf4 pourroient constituer une
souræ d'énergie ôu cours du tr.sitement oneérobie-Bnsérobip.

l-fAR0LD e/ I-iAR0LD ( 1965) ont montré que chez fnterobæter, lo cÉgradation des
polyphosphates rÉsulteit en une dissipation de l'énengie de la lioison anhydrique. Cepentrnt,
dans des conditions n vitr4 le transfert de I'Énergie de la liaison anhydrique par
phosphorylation d'un ADP est pæsible (Teb l.J). De même, la polyphæphate-kinaæ des
Corynébætéries et des l"lycobæGries peut catalyser le transfert de cette énergie lors de la
phæphorylation du gluæe (fUnfV el VA0ABOV, lgg5). Toutefois, à notre connaissance,
le transfert n riw de l' énergie ft la liaison snhydrique des polyphæphates à d'autre
molfuules n'a pss encore été clémontré.

Le transport des phæphates du milieu environnant au Moplmme demande de l'énergie
(S1.2). Une réserve intrællulaire de phæphore pourrait être utile pour la synthèse û
RM et d'autræ composæ æntenant du phæphore lors de l'initialiætion de la roissance
( l-tARoLD, I 966).
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Le pHB, synthétisé en conditions & cerence, pan exemple en azote ou en oxy$ne, est oxyé cÈs
que le substnat limitont redevient disponible.

ll a été ovencé que, chez centains organismes, les polyphosphotæ seraient clfuræÉs en
conditions anærobies et en présence d'un substrat corboné. L'énergie de lo liaison onhydrique
ærait alors utiliæe pour l'æumulation du substrat carboné æus forme & pHB. Cette voie
métebolique hypothétique esi schématisæ sur la figure 1.9. La voie de transfert d'énergie le
plus souvent supposee est une phosphorylation ft I'ADP par le poly-P (NICHOLLS e.l
OSBORN, 1978; l- lARAlS et a/., 198J; CONEAU, l9B4 ). l 'nfp formé est uti l ise pour

l'assimilation du substnat carboné et sa tnansformation en pHB. CepenÈnt, certains auteuns
mettent en tute la phosphoryletion de 1'ATP par le poly-P en conditions physiolæiques
(MR0LD, l966 ;  KULAEV,  1975) .

Une voie alternative ou supplémentaire semble possibie, particulièrement lorsque l 'acétate
sert tr substrat carbonÉ en anaÉrobie. Deux variations peuvent être envis4Ées.

D'une pant, I'acetate pourrait être phosphorylé cÈs son pass€ge à travers la membrane par

une molfoule membnanaire (pan ex. phosphatidyl glycerol), à son tour phosphorylfu par le
poly- P.

D'outne port, l'æétete pourroit être phmphorylé directement à partir du poly-p par
l'æÉtate-kinaæ. La phæphorylation tr I'acéiate per le poly-P æ cËroulerait & feçon
anal4ue à sa phosphorylation par i'ATP ( R0SE ,l gSS) 0u par le pyrophosphate (CRUDEN el
al ,1983). Acinetaâæter, un orçnisme frequemment utilisé comme mdle pour læ
orpnismæ poly-P, posæ& une ene/me, l 'æétate-kinæe (TAyL0R el JUN|,l96l; JUNI,
1978), mais son activité avec le poly-P Ermme donneur de phosphates ectivés n'est pæ
connue.

Dens tous les cas, le pnoduit de phæphorylotion est l'dtyl-phmphete. cette dtyl-
phosphate ærait transformé en dtyl-CoA par le phospho-tronsocÉtylaæ, en conservent au
moins partiellement l'énergie de la liaison C - P, et en libérant un phosphate inorçnique.
L'ætivité de l'enayme phospho-tronsdtylæe a été dæee 6ns les bouæ par L0TTER ( l9B4).
Le phosphate inorganique libéré dans le rytoplasme æt relargué dans Ie milieu
extræl I uloi re, 6vec des cations stab i I i soteu rs.
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o
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H3C-C-OH
acide acétique

poly-(P)

ac étyl-phosp hate
o
/t

o
H3C-C-OH

o
H3C-C-OH

cytoplasme

HSCoA
(P) Coenzyme A

H3C-C- SCoA
acétyl-coenzyme A

Fig- 1.9. Yoies hypothétiques pour l'absorption de l'uÉtate en anaérobie
avec formation ft l'æétyl-CoA et hydrolyse des polyphæphates:
l - phæphorylation de l'æÉtate directement par les polyphæphates;
2. phæphorylatlon de l'dtate par les polyphosphates, vlo l.AIp.

H3C-C-o-(P)
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L'acétyl-CoA est utilisé pour )a synthèse du pHB via les voies connues (S1.8). Cette voie
hypothétique, qui pourrait exister chez des onçnismes dnobiæ ne possètrnt pas de voies
fermentativæ (ex. Acrnetabæter, P-vuitmanæ), explique les phénomènæ suivants:

- I'importance de l'#tate par rapport aux autres substrats, et en particulier sa
cinétique élevæ d'abærption (ces phénomènes æront traitæ @ns le Sl.J ft ta
ftuxième partie de ce rapport);

- le relor'goç de phæphotes dons un rapport moroire prmhe & I / 1 par r apport à la
quantité d'acetote consommé (ûplement mis en evidence dans le Sl.J de la &uxième
part ie) ;

- l'évolution opposée des quantittb & phosphore et de pHB;

- le relangqe des ions K+ et l'1g2+ avec les phosphates.

Cette voie métabolique rentre trns un mmÈle biochimique, étaillé et discuté dans le S S.Z.

I 9. TECHNIQUES DE DOSAOE DE L'ACTIVITE POLYPHOSPHATE-KIMSIOUE.

Le plus souvent, l'ætivité tr la polyphosphate-kinæe est fuée trns un extrait tr biomææ.
Exæptionnellement, h cellulæ entières ont été utiliæes (vAILLANCoURT e./a/,197s).

Seront troitées : les méthodes É préporation é I'extneit eneymatique, puis la composition fu
milieux È rÉaction, ainsi que læ ænditions Èns l4ueile ra rÉætion a iieu.

1.9. l. Lo oréparation de l 'extrait.

La première Étape consiste en Ia destruction des ceilules et la récupér.ation de la frætion
æntenant l'ætivité enaymatique. Seul VAILLANC0URT el a/. (1978) a trovaillé wec ffi
cellules entières d'Anæystis nldulans, dont le paroi avait été perméabilisee à l'oide d'un
cléterçnt (cetyltrimétfryl ommoniumbromide (CTAB)). Le tobleau 1.9 résume les techniques
employées par læ différents chercheurs pour la pr'éparation & l'extrait. En effet,
différentes techniques sont disponibles; pnesse, brqyeur ou traitement aux ultrmns.
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TaDleau 1.9. Techniques de ftstruction des ceilures pour la
préporation d'un extroit en yue du dosogc de l'ætivité polyptrosphote-
kinæique.

Tæhnique pH Organisme Référence

Déterçnt / Anæ,otis nrdulans VAILLANCûURT et ol. . lgTg

Presse / fæherrchlaæli I NUFHNHED, tg6 |

Eroyaç 6,9 tiS,æbæterium snrynatrc SUZUKI et a/. 1972

7,5 f .  æl i  Kl i  L l  e/BROWN ,tg7;

7 ,O .furanyæ æeyisræ FELTER e1 STAHL, l97S

7 ,2 S ærlstwgmsn SMBALIN et a/., lglT

Ultræons 7,0 f. æli8 KORNBERO et al ,1956

7,0 fnterobæter ærqenæ HAROLD, l96J

7 ,2 Arthrobæter atræyaneus LEVINS0N el a/.,1975

7 ,0 Acrhettfuæter ælætrL^us T'SEYEN et a/. ,1984

/ : non rapporté.

Seul lluhommed ( l96l) et lluhommed et a/. (lgS9) ont utilise une presse; Io pâte

obtenue étant homoçpnéisee par la suite.

D'outres chercheurs ont broyé læ ællulæ, Éventuellement en préænæ d'un dJuvont wec
une ætion mânnique; SUZUKI et a/. (lg7?) ont utilise du sable enfin d'sméliorer le
brq/oge, tandis que FELTER e/ STAHL ( | 97S) et $HABAL|N et a/. ( 1977) ont utilise des
billæ É verre.
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D'outres encore ont traité lo biomæ oux ultrmns poun rompre les struetures
ællulairæ et solubil iær l 'enzyme (nnnolo, l96J ;KORNBERo eta/., l9s6 ;LEVtNSON
elal., l975). l-tAR0LD ( l96J) a uti l isé des bil les de venrecomme adjuvont mâxnique
lors du troitement oux ultrosons. ll ropporte I'obsorption de l'enzyme aux billes de
verre, obærvation faite @lement por ANDREARCZyK (æmm. pers.).

Tableau l - | 0- Protecteurs ou ætlvateurs aJoutÉs ou milleu d'extracgon-

Produit Concentration

ngZ*

EDTA

poly-P

I mI1

2 ml1

2 ml{

Organisme

'furom),wærewsiæ

f. æli KlZ

Acinetobæler æ/ætrbus

Référence

FELTER eI STAHL, I975

Ll e/ BROWN , 1975

T'SEYEN el al. , 1984

Trois chercheurs ont ajoutés des compæÉs au milieu d'extrætion comme protecteun, ou
ætivateur, sans que I'on connaisse leur mânnisme d'ætion. ll s'agit notamment de I'EDTA ( Ll
et BROwN, 1973), du NgZ+ (FELTER et STAHL, 1975) et du poly-p (T,sEyEN e./a/,
I 984). Les concentrations dans le milieu d'extrætion sont données dans le tableeu l. 10.

1 .9.2. La rêælion in vitro.

Des mesures de l'ætivité polyphæphate-kinæique ont été effectuées &puis l956
( K0RNBER0 et a/. ,1956).

Lo majorité des chercheurs o tÉterminé l'ætivité polyphæphotekinæique d'un extroit non
purif ié ("brut"). Toutefois, Ll e/BR0WN ( 1973), K0RNBERO etat (1956), LEV|NS0N et
al .  (1975),  suzuKl et  aL (1972) et  f4ur-TANMED (tgst)  ont  pur i f ié te
polyphæphate-kinæ dans une ærtalne mesurc.
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Le milieu tr réætion n vilro a deux cornpæants principeaux :
- l'extroit biologique dont l'ætivité enaymatique doit être mesurfu,
- l'enæmble dæ rfutifs, solutions tampons etc...
Læ techniques de préperation de I'extroit biologique ont été ropport&s prâÉhmment. l,lous
étudierons d'obord les principes du 6s4e, et ensuite les conditions chimiques et
physiæ-chimiquæ appliquées par les différents chercheurs.

L'ætivité de I'ATP-polyphmphate-phæphotransferæe est mesurée le plus souvent por. le
taux de transfent du groupement phosphate tenminal de l'ATP vers une choîne de
polyphmphote, lo r'ellonçant oinsi d'un groupement. Cependont, la r.éaction inverse a
âplement été mesurfu.

En générol, le 32p (phosphore-32) e été utilise comme môrqueur du transfert &
groupements phmphates. Vu le nombre d'auteurs et la variété & reætifs utilisæ, læ
méthodes de dosage propæés sont résumées dans le tableau 1.11. Dons le tableau 1.12, les
conditions physiæ-chimiques sont præisées lorque la mesure de l'ætivité
polyphæphate-kinasique a été reolisee selon la réætion:

^TP* + poly- (P)n ^Dp + poly-( p*)n* |

Pour mesurer la rÉætion de synthèse, I'ATP marqué sun le groupement terminal par le
32p (ATP-5ZP) est souvent ajouté au milieu de ræction comme substrat. Dens le
systèmededosqede KORNBERB eta/.( 1956), f lul-lAf1llED ( l96l) et l-tARoLD ( 1964),
l'ATP marqué æt synthélisê n situ à partir de l'aætylphæphate morqué et de I'ADp par
l'ætion de le I'acetyl-kinese:

ADP + æétyl-(P*) -+ æÉtate + ÂTP*
Pour la réætion inveræ de lo polyphæphate-kinase, le substrat æt évidemment le
poly-P marqué au 52p et ch l'ADp:

ÂDP + poly-(P*)n ^Tp* + poly_(p*)n_l

Laconcentration enATPutil iséepourledosrydelarâætiondesynthèseverieentreT,s

et 1000 pM. Ll el BR0WN ( 1973), LEYINS0N etat.(l975), et SUZUKI eta/.(1972)
ont ræpætivement utiliæ une concentrotion de 400, 400 et slO ul1, des valzuns
præhæ de lo moyenne orithmétique des concentnetions rencontrés dans la littéroture.
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LEVINSON et a/. | 975 ont observé une inhibition de Ia polyphæphetekinæ por un exÈ
de substr^at à des concentrotions en fln ATp-z supérieunæ à 600 gM.

L'inhibitzur de la réætion de synthàæ le plus çt'néralement reconnu æt l'ADp
(KORNBERo e ta / . ,1956;  f luHANNtD,  l96 t ;  MROLD,  t964;  L r  a r  BR0wN,  t97J ;
LEYINS0N et aL ,l975). Selon SUZUKT et a/. (1972),le taux d'inhibit ion dépend du

rapport AflP/ADP et de la concentration en p.1. LEVINS0N et aL ( lgTS) rapportent une

forte inhibition par lmll de pyrophosphate (pp1). par contre, le poly-p ne semble pas

préænter un effet inhibiteur (HAR0LD, 1963).

L'effet inhibiteur de l'ADP, produit normal de la synthèæ du poly-P, peut être contourné
lors du fuôge par un système "régénérateun". Ainsi ùns le système de dosqe de l'ætivité
polyphæphate-kinæique Ê KORNBER? et aL ( | 956), fluMtlfltD ( I 961 ) et MR0LD
( 1964), l 'æétyl-P peut phosphor'yler I 'ADP ou même l 'AMP;à priori I 'ADP n'interfère
pæ trns leur méthode de dW. SMBALTN e( a/. (1977) semblent les seuls à woir
utiliæ un s/stème réçt'nérateur d'ATP à partir de l'ADP formé lors de la nÉætion. lls ont
utilise 20 mM de méatinephæphote, et 2 à 3 unités de cnéatinephosphate-kinase psr
æsai. Le volume de réætion éteit de 200 Ul.

.6'

f
t



Toblesu l - | l. Résumé dss méthodas de dosoge de l'activité
polyphæphate- k i næique.

Ré1érence 0rgnnisme Purification Substrot
ft l'extrait

ls l
pt{

Yolume
essai pl

T'SEYEN et a/.,1984 Acirptahæter brut

VAILLANCOURT et d/.,1978 Anqntn cell. entières

SHABALIN et a1,1977 .îwharamyw brut

LEVINS0N et a/..1975 Arthrab,rter br-ut

Ll e.lBR0WN, 1973 f-vhe.rithn purifiÉ

.SUZUKI et a/.,197? tlymhæleriun purifié

HAROLD, I 965 fnte.rotæte.r brut

tlUMlll'1ED, I 961 ùrynebæterium brut &purif.

KORNBER0.I 956 f.vherbhn brut

nt52p 4oo

Rt32p 7,S

nt32p I ooo

Rt52p 4oo

Rt32p 4oo

nrp ( l4c)  s i  o

æétyt-52p 4oo

acetyt-32p zooo

Rt32p I 2oo
æétyl-32p l680

t E ^

500

200

100

l n n

200

z 7 ^

250

250
250

lSl : conæntnation en substrat.
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Tebleau l - | 2. Protecteurs ou activateurs aJoutés au rnllieu de reoction.

Produit

NsCIZ

HgS04

N@rz

Goncsntrotion

20 mf1

20 mll

0 ,3  [H (  ? )

0rgonisme

Acnetobæter

Anæy,ctts

,fuharomyæ

Arthraôæler

fæherichrb

lf@bæteriun

hrynebæterium

fæherlcht'a

histone type ll I g 1- I
l4n0l2 2 mfl

histone type l l 2 g.; I

NN04 2 mt1
po ly -PdeK 5g . l - l
æ. succinique 100 mll

NSIZ 12 ml1

R6férence

T'SEYEN e( a/. ,1984

VAILLANCOURI et a/.,1 978

SFIABALIN et a/.,1977

LEYINSON et a/.,1975

L l  e l  BR0WN, l973

SUZUKI eta/ . ,1972

NUMMI1TD,  I96 I

KORNBER0 eta/. ,1956NqCIZ 4 ml{

CONCLUSION.

MR0LD ( 1966), KULAEV ( 1975) et KULAEV el VA0AB0V ( 1983) ont nevu les études
fondomentales portont sun la biologie des polyphæphotæ d'un grand nombne de
chercheurs. FUHS el CHEN ( I 975) et NICH0LLS et OSBORN ( | 978) ont oppliqué les
théories des mimobiologistes et des biæhimistes au traitement des æux résiduaires
comportant des phoses an#robies et #robies. PIAMIS et aL ( l9S5) mois surtout
CO|IEAU et al. ( 1985) ont organisé les ænnaissonces relativæ au métabolisme des
bæteries dsns une succession de conditions drobies et anoérobiæ dons des mulèles oui
expliquent læ phénomènæ majeurs observés dans des instollatlons É déphæphatation
biologique.
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CepenÉnt, un nombre de læunes subsiste. Certains postulats n'ont pas été vérifié

expér"imentalement:

- le tnansfer de la liaison anhydrique @s polyphosphotæ à d'autræ molæules comme
l'acetate;

- l'induction &s enzymæ de synthèse Ès polyphosphates (polyphosphate-kinase) chez
læ bactéries par un séjoun en conditions anaerobies;

- l'activité tr 1a polyphosphate-kinase dons des boues ætivées dons les mêmes
conditions.

De même quelques questrons théoriquæ n'ont qu'une réponse tr-ès partielle:

- quel type d'orFnisme participe au processus de relargage et d'absorption du
phosphore ?

- quellæ sont les voies métaboliques qui distinguent les bactéries
poly-P des autres bætéries de la boue activée ?
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2 IIATERIELS ET I1TTHODES

Dans æ chapitre sont décrits: les matérte1s blo)ogiques ( les souches pures et les boues), et

les réæiifs chimiques , l'Euipement de laboratorre et 1æ mÉthdes employés au cours c1e

l 'étu@ sun ia bjæhimie du phosphore ( les cultunes, la prépar"ation de l 'extrait enzymatique

et 1e &sage proprement dit de 1'aciivité polyphosphate-kinasique).

2 1 SOUCHIS ENPLOYEES

Selon les expértences, des cultures pures des souches suivantes ont été uti l isees:
Acinelobæter calcanælicus (collection du laboratoire c1u CSE, Université rk Xetz, et scuche
isolæ é la boue du prlote & dephosphatation bioiogique du l-abor atoire Centrel, Lyonnaise &s
Eaux, Le Pecq); Acinetobæler ca/æælicus '?hosphaÉroras" (f{RLL B-90s8. us
Deportment of Agriculture, Peoriô, llljnois); Aerontonas hydrophila, (isole de lô boue du
pilote de dephosphatation biologique du Laboratoire Central, Lyonnaise des iaux, Le Pecq);
6aci/lus subtilis ( Institut Pasteur, lP 5 148'); f-çcherichia cc/i (ip 6l i ); Fseudtmonas
f/uoretens (!P 6525) ; Pseucornonas v,esicuirtrrs (colier:tinn du lliLroi-nloire du ilSt,
Universtté de l1etz, et souche isolæ de la boue du pi lote de déphosphatation bioiogique du
Laboratoine Central, Lyonnaiæ des Eaux, Le Pecq); ,furatiasp. (collætion du lalroratorre du
CSE, Univensité de l'1etz). Les souches ont été repiquém mensuellement et consenvfu a
température ombiante sur mil jeu qeloæ ( bjo-f1érieux 5. I  38.I ou Insti tut Pmteur 64.477).

2.2 BOUES UTtLtSt tS.

Des essais ont été réalisés sur des æhantillons de boue en provenance des zones anaerobre
anoxique et ærobie des pilotes & déphmphatation biologique du Laboretoire Central,
Lyonnoise des Eaux, Le Pæq. Læ installations pilotes etaient & type "Phoretrx modifié"
(@rit dans le 56.2 et introduit dans I 'annexe 3). t l les étaient al imentées soit avæ une eôu
résiduaire urbaine, soit avec un eff luent de laiterie reconstitué. Le tableau 2.1 funne les
carætér istiques detailles h différ^ents æhantillons. D'autres essais ont été effectués sur &s
fuhantl l lons de boue prélevés dans le bassin d'æration de la station d'éouration É la vi l le de
11etz.

2.3 CONDITIONS DE CULTURE.

Selon les expéntences, les cultures des souchæ ont été rælisfu dans deux milieux:
Viontrx-æétate (lors tr la mjseau point du tusoç) et glucose-métate (lors & l'étu& &
l'activité poiyphmphate-kinasique @s diffÉrentes souches et lons fus essais d'induction).

Le milieu Vianùx-æétate est de composition: acetate ch sodium: 6,0 g; sulfate d'ammonium
5,5 g; dihydr@nophosphate de potassium 0,5 g; chlorune & potassium 0,2 g; chlorure &
mEnésium 0,2 g; Viantux (extraits @ vian@ de bæuf , LlEBl0) à une di lut ion I /  100 q.s.p.
1000 ml. Le pH æt ajusté à 7,0 avant autælavaç.

Le mrljeu glume-æÉtate æt composÉ &: æétate de dium: 0,78 g ; glucose 0,21: g ;
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chlonure d'ammonium: 0,50 g ; sulfate & sodium: 0,09 g ; sulfate de m4nesium.T H20:
0 ,05q ; ch lo ru re t r ca l c i um.2H20 :  û ,018q ;su l f a tede fe r ( t t ) . zH2o :  0 ,7zmg ;EDTAde
sodium.2 H20: ! ,03 mg ; monohydrort'nophosphate ft sodium. 1z H20: 0,j g ; dihydrort'no-
phosphote & potass ium: 0,04S g;  so iut ion tampon Tr js-HCl  (0,2 f1) :  S0 ml :eau d is t i l t r le
q s.p 1 000 m1. Le pH est ajusté à 7, i  S avant autmlavaç.

Tableau 2.1- tdentité et teneur en matières sèches (t1S) des échanti l lons de
boue uti l isés lors de l 'étude de |nctivité polyphosphate-kinasique.

0r iq ine ms
q- t -  |

ldentif ication

Essais en discontinu

[B + buue;  i  hanaÉr 'ob ie
boue; 5.45 h anaerobie; + EB
boue; 5.45 h anær'obie; + esu permutæ

Pilote al imenté oyec des eaux résiduaires urbaines

A8
A9

bassin anaerobie 10.  I  l .B3
bassin aér'obie I 0. I  1.83
bassin anoxique 23.1 1.85
bossin a inobie 25.1 l .85
bmin anaerobie I  12.83
bassin aer^é L 12.83

Pi lo te ef f luent  la i ter ie

bassin anaérobie I 6.6.83

Pilote al imenté ûyec l 'æétote

bassrn anærobie
bassrn ær^obie

Station d'épuration de tletz

08ss1n ære

14  , 4
q q

9 ,5
I  0 ,0

-1 
?

5 ,0

tÂ  s

BI
B4
B7
D A
I J ( )

AI
AJ

L4

PAC{
PACB
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Les cultures ont été réallsees dans des llacons erienmeyer de 500 ml, des llacons de WlAflt
de 500 mi (Fig. 2.1; uti l ises lors de l 'étude & l 'octivité polyphosphote-kinasique chez les
différentes souches pur"es) ou des fenmenteuns BIOLAFIITE d'une capæité ft 2l (lors oes
essais d'induction).

L'agitation du milieu est assunée à l 'aide d'un barneau magnétique pour læ erlenmeyer-s et
d 'une table 4i tante (NtW BRUNSWICK 0YR0T0RY; 150 rpm) pour les f tacons de WIANE.

La densité optique dæ cultunes s été suivje par tur'bidimétrie à 620 nm (spectr-ophotomètre
UVIKON B l0 ou spectrophotomètre PERKTN t l t l tR E Z9S).

L'oxygénation du ni l jeu a été réalisée par' l 'agitat ion dm tlacons de WlAflE et cer-tains
erlenmeyens, ou par insuff lat ion d nir stéri le dens le fermenteur^ et dans certains
enienmeyens. L'anaérobiose dens le fermenteur a été obtenue par insuff lat ion d'æote (azcte U:
CARBOXYQUT FMNCAISI)

Fig- 2.1. Flacon de \{ lÂtlE uti l isé lors de l '  étude de l 'octivité constitut ive de
la polyphosphate-k inase.

2,4 L 'EXTMCTION

Les extnoits bætériens ont été pr'éparés por un tr'ortement oux uitnmns ( appelé
"mnification") ê cultures de souches pures 0u de boues.

Pour la pr^époration de I 'extneit,  250 ml d'une cultune bætérjenne ou 50 ml d'une boue onr
été centri fu$ à 3 400 g pendont l5 min (æntri fuçuæ JOUAN 082 N). Læ culots ont été
nemis en suspension ôns respætivement 5 ou 25 ml & mil ieu d'extrætion. Le mil ieu
stondard d'extraction ænsiste en une solution tempon Tris-HCl 0,025t1 à pH 7,0,
addit ionnfu @ polyphæphate (sel de OMMN, NERCK 6529) poun obtenir une æncentr-ation
finale en polyphmphete de 4 m11. Cette suspension o ensuite été conçlee à -26 "C juqu'au
moment & la ænif ication.

La rupture des structunes cellulaires et la solubilisation de I'enayme polyphosphate-kinese
ont Été ræliææ por un troitement aux ultnmns d'une dunfu totale de 15 min. La
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sonification a été effectuée par étapes d'une mrnute, espaæes & deux minutes & temps de
r'efnipretron Le r 'æipient contenant la suspension ( tuhre en polystyrène d'une capæité de i 0
ou tr 40 ml; P0LY-LABO PAUL BLOCK) étoit pld dans un bain & glece pour evlter une
@r-adation de l'ætivité enzymatique pan une élévation de ternpÉrotur'e. La puissence de
sonlfTcation était É 25 W, qenérh pôr une unité à ultræons A. PONS et transmise pôr une
sondeT l0T+TC4C.

La suspenston trajtee aux ultrasons a été centrifu@ à 20 000 g pendant 10 min, à une
températune compnise entne 0 et 4 'C (KONTRON T0A 50 ultræentr' i fuæuse). Læ
surnoçonts ont été stmkés à -26 'C jusqu'au momeni des fusoçs.

2 5 LT DOSAOI DT L 'ACTIVI IE POLYPHOSPMTI-KINASIOUT

Le trs4e peut être dhrit en cinq étapes: la préper'ation du miljeu de r'éaction; 1a réactlon z2
rt'lro ; la chromatographie descendonte sur papier; le comptry & la rdioætivjté;
I ' interprétotion h resultats du comptry.

2.5 l .  La t réuarat icn du mi i ieu de réætron.

70 g1 d'extnait bætérien ont été mélangés vigouneusement avec 70 Ul & la solution d'essai,
dans un mimotube ( POLYLAB0 96 304) à 0 'C. La solution d'essai Éteit compmæ de : NSIZ
20 mf l ;  ATP non-radioact i f  (S l0f1A A 5594)  774 Vyt ;ATp marqué -32p (NEN Nt000Z)
26 y l1 ;cr^Éat ine phosphate (CP;Sl0 l '1A P 4655)  40 m11 ;mÉat inephospho-k inase (SlGi lA
C 3755)  20  un i tes .m l - l  dans  unes r iu t j on  tampon  T r i s -HC l  0 ,025 f { ;pH=7 ,0 .

2.5.2. La réælion in vitra

Le tnansfert du micnotube contenant I'extr^ait et les réactifs, du bain de glmeau bain Marie à
30 "C, init ie la réætion in r i lra. A &s intervalles & temps r4uliers, &s echanti l lons
aliquotes @ 20 Ul ont été pr"élévés et deposæ sur du papien de chromatqraphie (WHAT|IAN
ET 5l). Les depôts ont été immediotement s#nes psr un f lux d'eir choud pour or"rêter lo
néaction enzymatique.

2.5.3. La chnomatmnaphie sur peoier.

Les phæphotes & fa ib le  poids mol fou la i re  (Pl1)  (P1,  P-P,  ATP,  ADP, Af lP)  ont  é té séparés
des polyphæphatæ p6r une chromatographie descendonte sur papier (WHATNAN ET 5l).
L'éluant était de l'aci& trichlono-acetique (ICA) 5o g t- I Læ composes phæphorés &
feible P11 migrent evec le front de l'éluant, tandis que ceux & Pl1 élevé (polyphosphatæ)
restent au niveau du point de depôt (Ll e( FELIILtY , lr913).

Apr"æ l5 à 20 min d' élution, læ papiers & chromatographie ont été séchés, cH:oupes en
fnætions, et chque fraction du chromotogrômme o étÉ mise dons un flmn de polyéthylène
d'une capæité de 20 ml ( KONTRON), rempli de | 5 ml d'eau dist i l lee.
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2 5 4 .Le æmptaæ de lO ndj t  en scinti l lat ion l jqujde-

Les f læons cb comptage ont é1é enrobÉs d'un pr'oduit antistatique (tKB), et la radioætjvitÉ e
été mesunfu à l 'ajde d'un compteur' à scinti l lat ion (LKB l l inibeta 1 122), err ut i l iænt l 'effet
CERINK0V. L'eff icærté de æmptaç, préalablement trterminée à l 'aide d'une gamme Étalon,
était & 46 fi dans la pmme de 2 000-200 000 CPI'1. La rodioactivitÉ contenue dans cnaque
flæon a été comptée trois fois. Les valeuns de comptage ont été satsies et treit&s pai un
micro-ordinateur APPLE l le, couplé au compteun de scintj l lat ion.

?.5 5. L' interprÉtation des rÉsultats.

!qOuantité de polyphosphaie for mée lor-s de la réaciion est estimfu par f incarporation du
"'P dans la fraction du Épôt (ca.O, la fraction @s phosphates à Pf1 élevé, les compusés
pho:rphor^És de feible Ptl aynnt migr-É avec l'éluent).

Le rappont & la radiooctivitÉ dens la fractron @s phosphotes È haut Pf1 sur la radioactivitÉ
totale du chromatogramme entien est pr^opor t ionnel à la quantité de poly-P iormée in
rnult ipl iant ce napport par^ le nombne de moles d'AIP init ialement préæntes dans le mjl ieu,
on obtrent le quentité exacte de polrT-P. L'activité polyphosphate-kinasique est donnée comme
une vitesse init iale cru comme une activitÉ spécif ique. L'ectrvitÉ spécif lque est définie
cOmme )e r rppcr t  de la  v i tesse in f  i ie le  sur  la  cor iccnt rat icn en pr-oté ines dôns I 'ext ra i t .  Les
unitês sûnt des nmoles d'orthophosphote tronsférees per minute et por mg & pr'otÉine (nmole
P i .mg - r  p ro t .  m in - r ) ,  co rnespondan t  à  16 ,67  mke t .  kg - l p r -o t .

La signifiætion h différences obærvées entre les ætivitfu avant et après une période
onaerobie a Été déterminee à l'aide du test sur la somme des colonnes de WILC'ûXON
(wlLC0xON's sUN 0F RANKS TEST;LANOLEY, 1979;  NF x 06-065) .  t ls 'ag i t  d 'un tæt  non
par'amétrique pour comparer &ux lots d'obærvations qui ne sont pas ôppariees.

2.6 LI DùSABE DIS PHûSPFNTES

La concentretion en or^thophosphates a été appræiee soit menuellement. à I'aide d'un
spectrophotomètre (UVlK.0N 810), soit à I 'eide d'une choîne TtCHl. l lC0l ' l  AUT0ANALYSER par'
le méthÉ de dossç au molybdete d'ammonium et tertrnte potassique d'entimojne en pnÉsence
&s ecifu ascor'bique et sulfurique. La densité optique (D0) a été mesur^æ à BB0 nm
( ISO/D lS  6878 /  l ;  NF  T  90 -025 ) .

2.7 LE DOSABE DES PROTEINIS

La quantité de protéines dans les extraits bactér'iens a été mesur^ee par le méthode &
BMDF0RD (1976) .  5  ml  du réæt i f  de BRADF0RD ont  été mélançs avæ 100 g l  d 'extnai t
bætérien. Le réoctif  de BRADFORD consiste en: Éthonol 25 ml; bleu ê Comassie (SlGP1A
B- l l 3 l ) 50m9 ;æ idephospho r i que ( | ' IERCK573 )  50m l ;eôud i s t i l l éeq . s .p .  1000  m l  ;
f i l tr^é sur'  une membrane @ porosité 0,45 [m (NILLIPORE HA). Apr-às une incubation de I 0
min à tempénature ombiante, la &nsité optique a été mesuree à 595 nm. Læ rbultets sont
exprimæ en g æ pt'otéines par ml per comperaison ft l'échontillon avæ une æunbe étalon
d'olbumine & sér-um bwin (BSA; Sl0l1A B-43S7). La counbe ételon o été établie à l 'aif t
d'une çmme & solutions & BSA e 0 à 300 [g dans I00 Ul & mil ieu stenderd d'extrætion.
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2.6 LE DOSAOI DES SUCRES.

Læ sucres ont été dosés por la méthode ag phénol et æi& sulfurique de DUB0tS et a/. ( I 956).
I  ml  d 'une so iut ion & phénol  (50 g. t - r ;  | IERCK 206) ,  I  ml  d 'echant i l lon et  5  ml  d 'æide
su l fu r  i que (N fnCf  75 l )on té téhom@ln lses .  Lemé langeoé témlsdansunba lndeg lyc ine
à 100 "C poun une dunée & 5 min., puis incubé à I 'obscurité à tempéroture ombionte pendont
30 min. La D0 a été mesunfu à 492 nm. Les ræultats ont été expr imes en gg de glucæe par
ml, pan æmporaison wec une counbe étolon de glucosr 6ns la gamme æ 0 à I 00 pg.ml- | .
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3.  OPTINISATION ET STANDARDISATION DU DOSAGE DE L 'ACTIVITE
POLY PHOS PHATE-K I NAS I OUE

Fæe aux ænæntrations diveræs û réætifs trouvfus dons la litténature (S t . t 0), des essais
ont été effætuê pour fonder le choix des conæntnations des principaux r-éætifs (ATp,
poly-P et CPK).

Acrnetobæler calæÛbus o été choisi æmme modèle pour la mise au point du dosaç en
raiæn ft l' importanæ qui iui a été mrdée par la littérature æncernant le prmssus de
l'élimination biologique du phosphore ( FUHS e/ OHEN , I 9zs; DEtNEfIA et a/. ,l 9g l ).

Sa culture (en discontinu) a été realisæ dans un erlenmeyer de 500 ml, avec 200 ml de
milieu Viandox-æétote. Lo culture a été qitee par un agiteteur mqnétique. Lo tempéroture
a été maintenue à 30 'C. Lors de la phaæ stationnaire, la culture a été æntrifugæ à J 000 q
pendant 20 min. La biomæe obtenue lors de ætte culture a été utilisée por la suite pour læ
opérotions cÉcrites ùns les S 3. I , J.2, et J.J.

Les boues constituent un matériel trb différent des souches pures. Pour cette raison, un
mi ft vérification de lo æncentration optimale du substrot principal, l'ATp, a été conduit
evec un extrait de boues (S 3.4).

3.I CHOIX DE LA CONCENTMTION INITIALT EN ATP DANS LE I1ILIEU DE REACTION.

Protæole.

Le culot obtenu par æntnifugtion de la culture bætérienne a été mis en suspension dans 2S
ml du milieu standord d'extrætion ( 52.4). Cette suspension bætérienne o subi un traitement
aux ultrasons durant 5 min à une pulssanæ de S0 W.

Deux expériences ont été ænduitæ: I'une dons lo gômme de concentrotions en ATp de ?6,7 à
301 ,6 pl '1, et l 'autne ôns la gomme æ JOJ,4 à 200J,4 Utl.
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Résultats.

L'ætivité de l'enayme ATP-polyphæphate phæphotransférose varle entre E,J et g9,0
pmolæ & phæphate transférés de I'ATP ou poly-P , en fonction de lo concentration initiale en
ATP (Tab. 3. | ). La reproductibilité n'o pu être estimæ foute de répétitions.

Tableou 3. | - Activité polyphosphate-kinasique (vi) d.un ertrait
d'Acinctobæter mesurée en fonction de différentes concentrations
Initlales en ÂTp.

l^TPl y;
I t l  (pmote p.mtn-  l .mt-  |  )

Essai H' | 26,7

55,5

39.2

76,7

151 ,6

501  ,6

Essai  N'2 JOJ,E

505,4

905,4

1203,4

|  505,4

2003,1

9,27

|  1 ,64

i l .95

50,28

44,73

E8,97

44,29

|  1 ,64

57,05

24,O7

|  5 ,4E

11 ,12

Dons la Smme de ænæntrations en ATP de 26,7 à 301 ,6 pf1, la vitesse initiale mæurée æt
proportionnelle à lo ænæntr-otion initiole en substrat (ATp) ( Fig.J. | ).

Le deuxième essai , ænduit dans la çmme ô JOJ,g à 2003,4 [f1 en ATp , n'indique pæ de
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relation l inÉair^eentre la concentration du substrat et la vitesse init jale mesurée (Fig. 5.1).

En omettant le point (603,4 ; 11,64) sur cette figure, on obtient une courbe qui pæse par

un maximum situé vers une ænæntration en ATP dans la æne de 400 à S00 gfl;la vitesse
initiale baisse trb rapidement pour des c'oncentrations initiales en ATP plus élévfu. lly a
ôpporemment inhibition par excès & substrat.

La différenæ quantitative entre les resultats obtenus lors @s deux essais est sans doute due à
des différencæ &ns le matériel biologique (conæntration en biomasæ, conditions &
sonification... )

La valeur æ 400 Um en ATP a été netenue pour les ææis suivants, æ en æcond avæ læ
valeurs trouvÉes dans la littérature ( tabieau I . I I ).

V I
nmole  P04

.min-  l .m l -  |

o roo  zæ 30o 4oo

ConcGntratton InlUolc en ATp ( lH) Concentrôt lon
retenue

ba

v l
nmo le  P04

.m in - l .m l - l

Concrntrot lon InlUols an ATp ( lH)

Flg. 5.l. L'ætivlté polyphæphate-klnætque en foncilon de la
concentration Initiale en ATP. Premier (a) et deuxième (b) assal.
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3.2. CHOIX DT LA CONCENTRATION INITIALE EN POLYPHOSPI{ATES.

Protmle.

La production de biomasse utiliæe pour c€s essais o été decnite précâlemment. Lo préporation

É l'extrait enaymatique a été rælisée ælon la méthode expæée dans le S 2.4, à l'exæption &
l'extrætion proprement drte, qui o été réalisée par un treitement aux ultrasons durant l0
min, à une puissonce tr 50 W. Le milieu d'extraction ænsisteit en un tampon Tris HCI
(0,025N, pH = 7,0), depourvu & polyphosphatæ.

Le milieu & rÉaction contenait: e I 'ATP (400ut1), du t1$l2 (20 ml1) et 2 unités de CpK

par 100 Ul de milieu & réaction. De plus, fts polyphæphatæ à des conæntrotions finales
entre 0 et I ,95 mM ont été ajoutes.

Résultats.

Les conæntratlons en poly-P sont rapportfus @ns le tablæu 5.2, ainsi que læ vitæsæ
initiales de I'activité polyphæphate-kinæique obtenues. Des estimations de la
reproductibilité n'ont pu être calculées feute de répétitions.

Tobleau 3-2- Yitesses initiales (v;) & la polyphosphate-kinese mesuréas en
fonction h concentrations en polyphosphates ajoutÉs-

lpoly-Pl
M H

0,0

7 ,66  - l0 -5

5 ,06  .  I  O-2

1  ,25  .10-  l

4 ,90  .10-  l

1 ,96

Yi

nmoles.min- l .mt-  |

0 ,07

0 ,18

o,0g

0.49

0,90

1 ,52

mf1: ml1 o<primé comme NoP03
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P O L  Y - P

T O T A L  P

à  t o  m t n .

2

Concentrat lon Init lale en polU-P (mtl t laPo3)

Fig. 3.2. L'ætivité polyphosphate-kinasique en fonction & lo concentration
en polyphosphate ajouté.

Sans ajout & poly-P dans le milieu de réætion, la vitesse initiale æt extrêmement faible
(Tab. 3.2, Fig. 3.2). A des concentrations supérieures à environ 2ml'1, la cinétique de la
réætion devient d'ondre 0 par rapport à la conæntrotion en poly-p.

Lo conæntration en poly-P dans le milieu de réætion a été fixee à 2 mf1. Lors dæ essais
sulvants, le poly-P est ajouté ou milleu d'extrætlon, et non au milieu rh rfuction, pour qu'll
puisse exercer une fonction protectrice lors de la sonification (ANDREARCZYK, comm. pers.)
en plus de æ fonction initistrice des chaînes de poly-P lors ù la réætion enrymatique
(WIDM et a|,1959).
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3.3. CHOIX DE LA CONCENTMTION INITIALE EN CREATINEPHOSPHO-KIMST (CPK).

Protmle.

Lo production de biomæe utilisee pour ces essais a été decrite prâÉfmment. La
préparotion de l'extrait enaymatique a été réalisæ æmme dÉrit ftns le 52.4, à l'exæption de
le sonification: la biomasse a été traitée aux ultrasons pendant l0 min à 50 W dans le milieu

standand d'extroction.

Deux essois ont été effectués. Les concentrations des réactifs dons les deux essois étaient

identiquæ, à l'exæptlon des concentratlons en CPK et ATP; Trls HCI 0,0625 f1;

Creotinephosphete 20 mf1; |1gCl2 20 m11.

Lors du premier essai, la conæntration initiale en ATP éteit de 400 Ul1; læ conæntrations

en CPK tætées se situaient dans la {pmme de 0 à 80,2 u.ml-1. Lors du Èuxième essai,la

concentration en ATP était & 585 Utl; lo çmme @ concentrations en CPK était compriæ

ent re  10 ,0  e t  50 ,0  u .ml -1 .

Resultats.

Les conæntrations en CPK utilisées, ainsi que les résultats obtenus sont rapportés dans le

tablæu 3.3 et neprésentés sur" la f lgure 5.5. Dæ ætlmations & l'erreur sur lB mæune n'ont
pæ été calculées par mônque & données.

Læ vltesæs obtenues lors du premier essai æ sltuent entre 3,0 et 4,8 nmolæ G phæphate

transferés par mrnute et par millilitre de milieu néætionnel. La plus faible vitesæ

correspond à un essai sons CPK. Les vitesses initiales mesurées ôvec une concentration fr

10 ,03 ;  20 ,01 ;40 ,10e t80 ,20u .m1- læntæns ib lement iden t iquæ.  Commelemont re la

figure 3.3, l'évolution de la rodimtivité inærporfu dans lo frætion des polyphosphates ræte

llnâire plus longtemps ôvæ 10,03 u de CPK qu'ryæ d'autræ ænæntrotions. Le ærætère

linéaire de la courbe fæilite l'ætimation de la vitæ initiale é la réætion.
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Tableou 5.3. lnfluence & la concentration en créatinephospho-kinase (cpK)
sur l 'ætlvité polyphosphote-klnasique ( vi).

Essai N' I

Es.sai H'2

CPK
u.ml -  |

0 ,00

|  0 ,05

20 ,o  1

40 ,1  0

80,20

|  0 ,0

|  5 ,0

20 ,0

25,0

50,0

v i
nmole  P.min-  l .m l -  |

3 ,0

5 , {

6 ,2

5 ,9

4 ,8

9 ,8

9 ,6

9 ,6

8 ,6

|  0 ,4

Læ ræultats du deuxième essai sont trb homqènæ; dans la gamme de ænæntrations en CpK
entne 10,0 et 30,0 u.ml-l , et ôns les conditions expérimentales appliquées, la
ænæntratlon en cPK a peu d'lnfluenæ sur l'ætivité polyphosphate-kinæique.

Vu læ résultats des deux essôis, la concentrotion en CPK dans le milieu de rÉaction s
finalement été fixée è 10,0 u.ml-1.
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Fig. 5.5. synthèse in ritro de poly-P ou cours du temps en fonction & lo
quantité de créatinephospho-kinase (unités de CPK par ml) ajoutée ou
qystème. Premler essal.

3.4. CHOIX DE LA CONCENTMTION EN ATP POUR LES ESSAIS AVEC LES BOUES

Pnotole.

Deux fohantillons de boue ont été tætés: 88, provenont du pilote de dÉphosphatotion du
lsborotoine de la Lyonnoiæ des Eaux alimenté ayec une eau résiduoires urbaine, et 14,
prwenant d'un pllote ollmenté avec un effluent ft latterie (SZ.Z). Læ échanilllons ont été
traitâs comme clécrit dans le S 2.4; la méthode e dosry était calle dérite dans le S 2.5, sauf
que fts concentrotions initiales en ATP dans lo gomme de 400 à 2000 Uf1 ont été utilisées.

Temps (min.)
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Résultats.

L'évolution dons le temps @ la quontité de phæphore rdioætif inærporé dans la frætion trs
polyphosphates est tr'æfu sur la figune 5.4. L'ætivité des echantillons BB et 14, pour^ des

concentnot ions in i t ia les en ATP É 400, 700, 1000 1500 et  2000 pl1 n 'étai t  pas

mæuroble. Par rÉfauL à une demonstration d'une autre concentration plus optimale, 1a
concentration initia'le en ATP reste fixée sur 400 mI1 pour les essôis avec les boues menés
ultér leurement.

3.5 E.SSAI DE PRETMITEIlENT DES BOUES

La r,riæ au point d'un protæole tr prÉtraitement des boues, prralabiement au dosaqe de 1a
polyphosphate-kinæe, a pour but de se #barrasser d'intenfÉrences potentielles. ll a Été

Éide d'examiner les fæteurs suivants:

- certaines moléculæ (exopolysæcharih... ) sont susceptibles de complexer des fæteurs
nâ;essaires à la rÉætion & qynthèse h polyphosphates. Le but est d' étudier I'influence
d'un "lavage" &s boues prÉalablement à I'extrætion, sur l'élimination È ces molécules;

- I'effei. de la présence d'un substrat compétitif pour'les protéeses trns le milieu
au moment & l'extraction; en perticulier l'ajout d'histone a été testé pour Éviter la
dErdtion éventuelle cb I'enayme polyphæphate-kinaæ por les protéases;

- I'optimisation la dunée du traitement aux ultrasons. ll est concevable que les str^ucturæ
du flæ nâ:essitent une dunfu & sonification plus importente que la biomæ obtenue
lors d'une culture pure.

Protmle.

Le protmle dereloppé pour le miæ eu point du traitement ffi boues, préolablement ou dæry
proprement dit, est schématisé sur la figure 3.5. Une étape & "lwaç" et une étape

d'extrætion peuvent être dist i nguées.

Un éclrentillon de boue pnélevé dans le bessin anoxique dun pilote elimenté svec trs esux

râsidraires urboines (87, tobleou 2.1) a été deconçlé, et deux (sous-)echontillons de S ml

ont été mélançiæ avæ chaque fois 5 ml ft tampon Tris-HCl 0,025 11 à pH 7,0.
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échanti l lon ft  boue

V
( LAVACE }

sonif ication 2 X 5O s à lS \y
ultracentri fugation à | ,2. t  04 g durant 20 min

Y
soni f icat ion 2 X 30 s  à lS W

ul t rocentr i fugat ion à I  ,2 .  |  04 g durant  20 min

Y
( EHTMGTI@N D

culot remis en suspension dans:

Tr is + poly-p

,V
\2

YV

|  5  m in  25  min

VV

VV
\2

Tris + poly-p
+ 0 ,5  g - I - r  h is tone

Y1
54

YV
sonification 25 I{

durant:

u l t rocentr i fugot ion à 2,7-104 g durant  l0  min
surnaçants :

|  5  min  25 min

VV

VV
34

Fig. 5.4. Représentation shémotique du protmle de traitement des boues
préalable au dosage & l'activité polyphmphate-kinæique.
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L'etope de "lavqe" consiste en un trettement tres court aux ultrasons à faible pujssrnce et
une ultræentrifugstion pour separer les molecules solubil isé€s k cellulæ boctÉr-iennes
(sinn e/  HENRY. I  9s5)

Les deux échantillons de l0 ml ont été tr-aités aux ultr^asons dunant 2 fois i0 secondes à une
puiss€nce @ l5 W; les deux étepes É stnif ication étaient espæees d'une minute pour-

ré f r i ç re r ' l esæhen t i l l ons .  Ensu i te lesechan t i l l onson té técen t r - i f uçsà  lZ00Ogpenden t
20 min à une tempéretune comprise entne 0 et 4 "C Les surneçants ont étÉ prélevÉset les
concentratjons en pr'otéines et en sucnes mesurÉes ( ler surnaçant). Læ culots ont ÉtÉ
recupérésdans I0  ml  desolut ion tampon Tr iset  le  tna i tement  a été répéte (2mesurnaæant) .

Apres ce "lavry" préalable,4 essais d'e>:tractjon companatifs oni été cunduits;deux m j l ieux

d'extnætion (nvec ei l ; tns 0,5 g.l- i  d'histone) oni été combinés rvec &ux durees É
sonif iætion diffénentæ ( tS et 2S min).

Après le traitement aux ultrasons, les 4 echantj l lons ont été centri fuçfs à Z7 000 g durant
10 mjn, à une tempÉrature comprise entne 0 et 4 'C. Le culot a été Éliminé; le surnryent a
étÉ conplé juqu'au moment du dosaç & la polyphosphate-k.inase.

Résultats.

Le tobleeu 5.4 résume les résultots obtenus avæ les 4 extratts. Læ numéros des extreits
correspon&nt aux numérss sur le fiqur^e 5.5. Le proiocole n's été exÉcuté qu'une fois. En
consâluence, une estimation ê la neproductibilité n'était pas possible.

Lep remien" lev ry "en lèveunequon t i t écons i cÉrab le&suc res (p lus&  lmg#suc resp6r
echanti l lon de 5 ml ft  boue, conræpondent à une mase de boue d'environ s0 mg), meis
âplement une quantitéconsâluente & protéines (plusdel0 mg tr protéines par- echenti l lon
de boue, soit l /5 de la mme de l 'echanti l lon originol). te deuxième lwry témoigne &
l 'eff icæité du premier; seulement 0,2 mg É sumæ ont été étimines ( l /S @ la quantité

enlevfo lors du premier l*uge). Le quentité & protéines éliminfu lors du deuxième lavæe
est encore importonte ( environ 5 mg tr protéines per fohantillon @ boue).
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Tableau 5.4. Resultats des dosaçs effectués sur les surnrgeflnts obtenus lors
des différentes Étopes du protocole de prÉtraitement et d'extraction des boues
schémstisé par la figure 3.5.

Extrai t

Ft'

ler  surnageant
pratéines sucres

l rg -ml -  |  Ug. * l -  t

2me surnageant
protéines sucres

Ëg.ml -  |  Ug . t l -  I

extrait enzymatique
protéines As

ug-mt -  I

I

2

3

-l

I  loCI

I  to0

I  080

I  û tû

t02

142

t04

104

4E0

480

490

490

l 5 l0

I  t00

r  970

t  43n

0 ,06

0 .0

0 ,0

0 ,0

t9

l9

23

?3

A*: Activité spfoif ique de la polyphmphate-kinase ( nmole p mg-lprot.min- 1 ;

La quantité de protéines mesurée dans les 4 extraits est comparable: entre I I 00 et I 970

[g ml-l , car" l'histone ajouté n'influenæ pas le dosaç des protéines selon 1e pr^otocole demit
dans le S 2.7. Ceci a été ænfirmé pan une gamme étalon de 0 à 1000 Ug.ml I d'hjstone dans
le mi l ieu d 'extr  æt ion.

Le seul extrajt qui préænte une ætivite polyphosphatekinaslque est le N" I , sans ajout
d'histone et avec un temps de sonification de l5 mrn. Cet extrait a été uti l i# dans l 'essai avæ
1'étalon inter^ne ( 54.4).

Les nesultets obtenus sont discutes trns le S S,J.
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4.3.

PROTOCOLES ET RESULTATS

N ESURE DE L'ACT I V I TE POLYP HOSP HATE- K I NASI OUE
CONSTITUTIVE.

ESSAI D'INDUCTION DE L'ACTIVITT POLYPHOSPHATE-
KIMSIQUE PAR UNE CARENCE IN PHOSHATES.

ESSAIS D' I NDUCT I ON DE L'ACT IV I TE POLYP HOSP MTE-
KINASIQUE PAR DES CONDITIONS AMEROBIES.

DOSAOE DE L'ACT I V I TE POLYP HOSPHAT E- K I NASI QUE
DIS EXTRAITS DT BOUES ACTIVEE$ SANS PRETMITEIIENT

ISSSAIS DE DOSAOE DE L'ACTIYITE D'ECHANTILLONS CONPOSES
D'IXTMITS D' ,4CiNCtObACIEr EÏ D'UNE BOUE
( ECMNTILLONS DITS AVEC "ETALON INTTRNE").

4.4.

4.5.
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4. PROTOCOLES ET RESULTATS

4.I. NESURE DE L'ACTIYITE POLYPHOSPI-IATE-KIMSIQUE CONSTITUTIVE.

un nombre impontant de bætéries pæædent l'enayme ATp-polyphæphate
phosphotransférase (S 1.4). La tæhnique de dosry mise au point pour ,blnataûæter (S 3) a
été appliquée à un fohantillon & souches, æns induction particulière de leur ætivité
polyphosphate-kinasique. Le but était de vérifier la pmibilité d'appliquer la méthÉ sur
d'autræ souches, et ft comperer l'ætivité constitutive cle quelquæ souchæ.

Protmle.

Quotre souches, rapportées dans le tableau 4. I ont été cultivées dans des fioles de WlAllE sur
le milieu gluæse-aætate (S 2.3). La température étoit de 30 'C, le pH initial de 7,0. Lo
ffoisonæ a été suivie par la mesure É la D0 à 620 nm. Chque culture a été prélevée au
#but de Ia phæe de nalentissement de croissance. Per consâ1uant, la durfu de la culture
n'était pæ fixée d'avanæ et dependait de la æuche. Ellæ ont été æntrifugéæ à Ja00 g
pendant l5 min. Læ culots ont été remis en dans 5 ml du milieu standard d'extrætion, et
soumis au protmle clécr.it dans læ S 2.4 et 2.S.

Résultats.

L'ætivité polyphæphate-kinæique mesurfu chez læ différentæ souches æt rapportée ùns le
toblæu 4.1 , exprimfu en ætivité specifique (\). Lo répetabilité est ætimrfu par l'écart

Çpe. Deux cultures de la même eepère (,btnetatætæ ætælrhn) ont été ræliæes. La
dtfférenæ ( un fæteur 2) obærvfu entre læ rhux culturæ n's ptri été expllquée. Bien que
plus feible que chez ,binetobæter, Pæuûmanæ fluææns prÉænte {plement une ætivité
polyphosphote-kinasique. Dans næ conditions expérimenlalæ, flæillæ subtilrs, fs-herbhn
æli el furatn sp. ne préæntent pæ d'ætivité mæurable. Cæ résultats æront diæutés
dans le S 5.
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Tableou 4.l. Activité constitutive û l'enryme polyphosphate-kinæe chez
quatre souches bætériennes.

Souche DO6ZO finale
I transmlssion

pH final A,
nmole p.mln- l . rg I  prot .

Acinetatæter
tzlwtlcus (t)

i. ælæticus (2)

8æillus subtilrs

E- æIi

Pæuhmanas fluaræns

&natia sp-

50

60

69

6E

50

5E

ND

ND

ND

ND

8,56

8,56

4 ,0  *  0 ,5

1 ,8*0 ,1

0 ,0

0 .0

0 ,40  *  0 ,03

0,0

ND: non déterminé

4.2 ISSAI D'INDUCTION DE L'ACTIVITE POLYPHOSPMTE-KIMSIQUE PAR UNE CARENCE
EN PHOSPHATES.

Selon MROLD ( 1965,1966) l'eneyme polyphosphate-kinæ d' fnterohæter æt tndutte par

une carence en phæphates. ll semble intéressant d'exeminer si le même phénomènê se
produit chez notre muÈle, Acinetobætec

Protmle.

,4crtelùæts ælætrîus o été cultivé en flmn erlenmeyen dans le milieu glucæ-ocÉtete

à 30'C. La biomæ o été reæltee ou moment où lo D0 è 620 nm étoit de 0,718. Le pH finol
étalt G 7,45. Deux &hantlllons æ 400 ml ont été æntrlfu$ à 5400 g penrhnt 20 mtn. Le
premier culot o été remis en suspension dans le même milieu, mais ayæ omission de
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phæphates inorgoniquæ, pour ls culture (*). Le deuxième culot a été remis en suspension
dons 5 ml de milieu stsndord d'extrætion, et congélé jusqu'zu moment de l'extrætion.

Le culture (*), sans phosphetæ inorgoniquæ, a été realisÉs dans un enlenmqyer dune
capæité tr | 000 m l, w€c 400 m I de m i I ieu sons ojout de phæphore inorgonique.

Aprb deux heuræ, lo culture s été centrifugee à 3400 g pendant 20 min, et le culot a été
remis en suspension dons 5 mlde milieu standard d'extrætion, puis conçlé juqu'au moment
de l'extrætion.

RÉsultsts.

Les résultots des dæoges de l'ætivité polyphosphote-kinosique et l'écart type sur la mesure
sont rapportâç dans le tablæu 4.2. Une nette augmentation de l'ætivité enaymetique est
observée eu terme de la culture dons le milieu sans ajout de phæphates inorganiques. Ces
résultats suçièrent un phénomène & "surcompensation # la ærence en phæphore"
(l-lAR0LD,l964; S 1.5). Cet æcd avec les données de la littérature tend à valiftr lo
méthode de dæage (s 2.5). La méthode et les résultats obtenus sont discutés dans les s 5. I et
S 5.4, respætivement.

Ïableau {.2. Influence d'une carence en phæphate inorgonique sur l'ætivité
polyphosphate-kinæique (ætivité spécifique * écart typl).

evant carence

après corence

A"
nmole P/min/mg prot.

4 *4

l 0  t  I
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4.3. ESSAIS D'INDUCTION DE L'ACTIVITE POLYPHOSPMTE-KIMSIQUE PAR DES
CONDITIONS AMEROBIES.

NICHOLLS dl OSBORN ( 1979) ont appliqué le terme "werplus compensation,' à
l'mumulation de phosphore suite à un "stress onrÉrobie" dons le troitement des eoux
résiduainæ (S1.5). Le terme "overplus compensation" implique ælon l-lAR0LD ( 1966) une
induction de lo polyphæphote-kinæ. Non seulement aucune évidence expérimentole ne
ænfirme l'oppliætion du terme "werplus compenætion" dans le æs d'un traitement dæ eaux
résiduaires, mais à notre ænnaissance aucune observation d'une induction de lo
polyphæphete-kinase p6n un séjour en conditions androbies n's été rappontfu dans la
littérature avant T'SEYEN et a/. ( t9B4).

Protmle

Dæ culturæ &: AunetoÔælar ælwltcus, Aunatobæter ælættbus 'phæph#vorus",

Aeromonæ hydrophila, Pæuûmanæ fluoræns el & Pæuûnonæ yærbularis ont été
conduites en fermenteur selon le protmle æhématiæ dans la figure 4. L

Pour ch4ue s0uche un fenmenteur contenant 500 ml de mllleu glucæ-aætote a été
ensemenéàpar t i rd 'uneprécu l tu re .  Apnb l0h ,  loD0à620nmaété lue ,pu isdumi l ieu
glucæ-ocetate a été ajouté juqu'à un volume de 1500 ml. La D0 o été suivie par de
prélèvements r{luliers. En phaæ de cnoissanæ exponentielle, un fohantillon ( l) & 400 ml
a été recueilli dens un rfoipient plæé dans un bain de glæe, et traité comme clécnit dans le S
l. I 0. lmmédiatement apnès, l'tnsuffletion d'eir a été r'emplÉ psn une insuffletion rt'aæte
afin ô crfur des conditions aneérobies. ( La concentration en oxygène chutait immâliatement
d'une valeur entre 70 et 90 fi à une valeun entre 2 et 5 B de la soturation. Bien que ces
chlffræ ( 2 à 5 [ de la saturatlon) suç1èrent la préænæ d'une quantité rbidueile ct'oxygène,
la croissance des bætériæ s'est interrompue bruquement.

Deux heuræ plus tard, un ûuxième échantillon ( 2) a été pris et troité ensuite comme derit
dsns le S 2.5. L'insufflation de l'ezote o été remplæÉe pof une insufflation d'air. Un nouveau
aJout de milieu o eté nfulise, juqu'ou volume de 1500 ml. L'introduction du mllieu a été
effætufu à un faible ctébit (environ | 00 ml.min- | ), rfin tr ne pæ pro/oquer une brusque
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Dens i  t é
opt  i  que

1.OO

.BO0

.600

1 2 9  1 0  1 1  1 2  1 3

Temps (h )

Fig- 4-l - $chéma des cultures rÉrobies-anrÉrobies- La courbe træ
l'évolution dans le temps de la D0 à 620 nm.

Prise d'échentillon de 400 ml de culture bætérienne.

Addition de milieu de culture (glucose-aoétate).

conditlons drobies.

conditions anaérobies.

baisæ ê la température du milieu. Comme le montre le schéma sur la figure 4. | , l'ajout è
milieu et l'introduction d'air e permis une repriæ de la moissanæ. Lors de la phæ de

.400

.300

+
A

T
ffi
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groissance exponentielle, l'opérotion clârite o été répétee deux fuhantillons ( 3 et a) ont été

de nouveæ prélwes suivant la même præâfur'e.

A lafin de l'expénienca ( l0 à l5 h), l'insuffletion d'azote a été remplæée per l'Ération, et

une heure plus tard un cinquième fohantillonôge ( 5) o été effectué.

Résultots.

L'ætivité spécifique de la polyphæphate-kinæ chez les cinq souches est napportée dsns le

tableau 4.5. Les concentrations extrælluleires en orthophosphate sont ropportées dsns le

tobleau 4.'1.

Les souches ,leromonæ hydraphita el Pæuûmonæ væt'cularb ne présentent oucune ætivité

polyphæphate- k i næique mæursb le.

L'ætivlté enaymotique rhs autræ souchæ ( Pæuûnonæ fluoræns, ,lcinetûbæter

ælæl;cus et Acrnetobæter ælættbus "phæphûuarus" ) est variable. A une

exception prb, l'ætivité est plus élwé oprb une période onér'obie (echantillons 2 et 4) qu'

Eprb une périoû d'ænobiose (Échantillons l, 5 et 5). Ces résultats suç1èrent un effet

d'induction psr une période androbie. Ce phénomène est le plus wident chez Act'rtetofuter

ælæticm Un test d'ordinotion És résultats a été effectue sur les souches qui présentent

une ætivité polyphæphate-kinæique ( Pæuûnonæ fluoræns, ,4cinetobæler ælwttîus

el Act?tetobæter ælmtian 'pltæpffivrus"). Selon le test de WILC0X0N (LAN0LEY,

lg79) pour ûs æsais non apporiâs, lo probabilité que la différenæ obærvfu entre læ

ætivités want (échantillons | , 5 et 5) et eprb une période anaérobie (échantillons 2 et 4)

so l tdueeuhmrdes tÉ0 ,05(n t r=6 ,18=E;R=29) ' s l l ' onæpte l ' l r ypo thèæd 'une

induction de lo polyphæphate-kinæ pôr une périÉ ondrobie, on a 5 E de charrce È

commettre un iu$ment erroné.

Rlen n'arpllqræ rh fryn ripureuse pmquol, chez Æinetofuter ælmllcts, l'ætlvité 6

æhantillom S (eprb la tutxième périoæ deératetion) est inférieure à celle fu æhentillons

| (prernière perioe #).
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Tobleau 4.3. Activité polyphosphote-kinæique (\ en nmole p .mg-lprot.
min- | ) de cinq cultures bætériennes dons une alternance de conditions
aérobies et anaérobies. Les ll' des échantillons font rÉférence à la
figure 4- l.

ND: non rÉterminé-

Les conæntrations extræiluroiræ en orthophæphotes (Tsb. 4.4) vorient de manière
oléatoire. Dans oucun cas, une obærption de phæphore en drobiose et un relorgoç en
0noérobioæ ne sont obærvés. Selon le même tæt de W|LC0X0N, la probabilité que læ
différences observées entre les concsntrations en orthophosphates arent et epràs une période
onaérobie soit due ou hæord est supérieur à 0,1 (na = 14, [B = 9,R = 0,4). En
ænsâluenæ, nous ææptons l'hypothèæ selon l4uelle l'ondrobime n'a pæ eu une influence
sur la concentrotion en orthophæphatæ lors ô ces expérienæs.

Souche

âcinetatætæ
ælæticus

A- ælæticus
phæphûrarus'

icromonæ
h,drophila

Pæaûmonæ
fluorcæns

Pæufumonæ
ræiculars

2
Echantil

5
lons

I 4 5

0,79*0 ,05 |  ,42*.O,O40,0E*0 ,0  | 0 ,4E*0 ,090,24*O,O I

0,52r0,030,12r0 ,05 0,0 0,4 |  *0 ,04 0,02r ,0  |

0 ,0 0 ,0 0 ,0 0 ,0 ND

0,05r0 ,0  | 0 ,83*0 ,040,68r0 ,05 0,E6r0,08 ND

0,o 0,0 0 ,0 0 ,0 ND
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Tableou 4-4- Les concentrations en orthophæphates (en mg.l-l) dons lesurnoqEont des cinq cultures bætériennes dans une alternance ftconditions rÉrobies et onrÉrobies- Les H- dcs echantiilons- tontrÉférence à la figure 4- t.

icinetobæter ælætrbus

A- ælætt'cus
phæphûrarus-

âeromanas hldrophila

Pæuûmonæ fluoræns

P. væicularrc

non rÉterminé-

4.4 DOSAOE DE L'ACTIVITE POLYPHOSPI.IATI-KIMSIQUE DES EXTMITS DE BOUESACTIVEES SANS PRETMI TEI'1ENT.

Un grand nombre de bætériæ posède l'enzyme polyphæphate-kinoæ (rs/uæ de l-lARoLD,
1965 et de KULAEV et al., l97l ). La polyphæphote-kinæ de ærtaines souches pures est
induite pff un æjour en conditions ondrobies (S 4.J). NICHoLLS et oSBoRN ( 1979) ont
avancé l'hypothèæ que l'oæumulation du phæphore dans læ bouæ ait lieu por le mânnisme
& la "werplus compensation", propæé par^ MR0LD ( 1966). Cependant, sucune information
ne semble être publiee sur l'ætivité polyphæphate-kinæique ûs boues des instollstions
clæsiquæ ou dæ instellations de clephæphatation biologique. ll semble intéræsant tb
comparer l'ætivité dæ bouæ prorenont des installations clæsiques et des installations ft
éphæphatotion biologique. cette æmparaison peut nous apprendre si les bouæ clæiquæ
ont l'equipement enzymatique nâæssaire pour éliminer le phæphore, ou s'il leur fzut une

I

50 ,5

30,5

2E,3

26,3

26,O

2

31 ,2

57 ,0

27 ,7

23,2

ND

345

29.3 25,5 27,2

29,0  50 ,g

26,8 26,0

20,7 21 ,0

24,7 ND
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adaptation quelconque (induction,renouvellement de la flore...) ayant de pouvoir æsumer
cette fonction.

Protæole.

Dans un premien temps, l'ætivité polyphæphate-kinæique de l2 extraits de bouæ a été dosé
selon le protmle rÉcrit dans les s 2.4 et 2.s. Les l2 echantillons de boue (Al , A3, A6, Ag,
49, B I ,84,87,86, 14, pAcA, PACB) prwenontde pilotæ@ dephæphatation biolqiqueont
été cÉcrits dons le tableau 2. l.

La boue BE a été tnaitæ aux ultrasons premièrement à une conæntrotion en I1S de l0 g.l-l et
&uxièmement diluée préalablement à 4 g.l-l par une solution tampon Tr-is-HCl (0,025 t1:
pH = 7,0). Tous les autres paramètres étaient comme decrit dans tes s 2.4 et 2.s.

Dans un deuxième temps un fohantillon fts boues de la stotion d'épuration de fletz a été
æumis à un protmle onalogue à ælui #crit dsns le S 4.5. Les æulæ modifications
apportéæ sont læ suivantæ: la culture dans le fermenteur n'a pas été alimenté avec le milieu
gÏucoæ-ocetate mais avec de l'esu résidueire décsntee, prélèvrfu à la station d'épurotion de
lletz et conærvfu à 0 "C, et pontæ à 25 "C avant d' êtne ajoutæ à la culture. La D0 n'a pæ été
suivie; læ durées @ I'drobiose ont été fixfus à 4 h, et les dur&s de l'endrobiæ à 2 h. Les
matièræ sÈches ont été cléterminÉes lors de chque fuhantillonqe (s 7.J). L,extrætion et le
dosage ont eu lieu comme décrit pour læ æuchæ bætériennæ punæ ( s 2.s).

Resultats.

Aucun fohantillon de boue provenant d'un pilote de déphæphatation ne prfuentalt une ætivité
polyphæpate-kinesique mesurabie, inclépendemment d'une dilution éventuelle de la boue
ayont lo sonificotion.

Læ résultots obtenus avæ la boue prwenent & lo stetion d'épuration de fletz sont rossemblés
dons le toblæu 4.5. L'ætivité de ætte boue æt falble mois mesurable. Une Induction e lB
polyphæphate-kinæ par androbi@ ns peut être démontr& à l'oi& ûs chiffres obtenus.
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Tableau 4-5. Activité polyphosphote-kinasique (& en nmole p.mg-lprot _
min-l), poids sec des matières en suspensron (tls, en g]-fy, et
concentretion en phæphore soluble (pri l luu, en mg-i-l) à.un" boue
dons une alternance de conditions oérobies et anoérobiæ- Les N. des
échantillons font référence à la figure 4- l.

Paramètres Echantil lons

23 4

0,07

0 ,20

o,7

A*( nmole P.mg- | prot.min- | 1

t is (s.r-  |  )
Pmi t ieu  (mg- t -11

I

0 ,05

0,66

1 ,5

0 ,04

0,55

1 ,2

0,09

o,24

0,7

4.5. ESSAIS DE DOSAOE DE L'ACTIVITE D'ECI-IANTILLONS COI"IPOSES D'EXTRAITS
D' AC|NETOhACIET ET D'UNE BOUE, (ECHANTILLONS DITS AVEC "ETALON
INTERNE").

Afin de pouvoir éæler un effet inhibiteur éventuel, exeræ par des constituants des boues
sur l'ætivité polyphmphote-kinasique, un extroit bætérien ôvec une ætivité connue
(étalon) a été ajouté à trs extraits tr bouæ. Une inhibition æt miæ en évi&næ si l'ætivité
de l'ételon intenne est inférieur à l'ætivité ettendue.

Protule.

Un extrait enzymatlque préparé à partlr d'une cultured' Acthetofuæter ælætrcus (S
4. | ), appelé "étalon i nterne" a été ajouté en différ'entes proportions à des extraits de boues
traitæs ( B7 N' | ; S 3.S ) ou non tr-aitées ( B7)pneoloblement à I'extrætion.

Afin de pouvoir distinguer I'effet de dilution par læ boues et I'effet inhibiteur éventuet &s
bouæ sur l'étalon, l'ætlvité enzymotlque d'une Srle témoin o été mæurfu. Le témoin étatt
ænstitué d'un étalon ajouté non à une boue mais à une ælution tampon Tris-HCl ( 0,0s t1; pH
= 7,0).
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Des mélonges de l'étalon et les boues ont été testés dans la çmme de proportions des deux
ænstltuants æ O/4 à 4/4. Le tablæu 4.6 rbume les mélonges ræliæs. Puisqu'il s'ogit d'un
ensemble d'essais comparatifs, les ætivités ænt exprimées en vitesse initiale (v1), et non

en ætivité specifique (\)

Tableau 4.6.  Act iv i té polyphosphate-kinasique (y i :  r f f io le p.  ml- l .min- l )
d'échantillons composés d'extraits ft boue (B) ou de boue prétraitée (Bp) rt
un étaf on interne (extrait d'icinetobæter caltwticus). 

' - ' - '

Proportion d'étalon
(Acinatohætcr )dans
l'échantl I lon com posé:

otl

t t4

2t4

3t1

0,0

2 ,7  t  O ,2

5 ,3  *  0 ,4

4 ,60 t0 ,07

Etalon+Tris Etolon + B Etolon + Bp

0 ,0

l ,4  r  0 , l

0 ,07  r  0 ,02

0,32  *  0 ,05

5,0 *  0,3 2,44 *,  O,O4

5,20rO,25 5 ,55  t  0 ,4S

4t4 6 ,1  *  0 ,3 6,4 * ,  O,7

B : extroit & ta boue BZ (S Z.Z)
Bp: extrait de la boue BZ prétroitee (97 N. l; S J.S)
Etefon: ertrait d'/lcnetobætæ ælæticustb +.f I

La figure 4.2 donne une imry des résultats. L'ætivité du témoin (extroit d'Aclætûæta
ælættbus + tampon Tris-HCl) n'augmentait pæ rrÉgulièrement en fonction ft la
concantration en extreit d' /lcinetMtæ ælætrbus (t' 6talon interne); à des
concentrations élevfos (proportion de l'étalon sur le totol > zlq), il æmble y aroir une
phæ plateau. Une obærvation analogue æt faite pour læ fohantillons æmpæés d'extrait &
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v1
( nmole P-
min - l -mt - | )

314 41 4

P roportion d'extrait d' âcinetohætcr dans l'æhanti l lon testé.

Fig. {.2. Âctivité - polyphæphate-kinasique d'échantillons compæés
d'extraits & boue (B) ou & boue prétraitee (Bp) et un étolon inierne(extrait d'Acinctohæter ætætt'cui). vitesse initiate rn"*uro, t"1l 

"nfonction ds fa proportion d'extroit d'tbr'trotobætcr ælæticas ûns
l'échantillon.

T : solution tompon Tris-HGl + étalon
B : extrait de la boue BZ (S Z-2) + étalon
Bp: extrattde ta boue 87 prétrattéc (BZ l.t; S J.S) + étaton

2f4
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bcx.n mns prétraitement + étalon interne; à faible concentratiorc en ,4cinetotæts
(proportion de l'étalon < 2/4) l'ætivité augmente râgulièrement en fonction de la
concentration, mais à des plus fortes concentrations (>Z/q),cette tendance ne se confirme
pæ. L'ætivité fts l'fohantillons æmposés de l'étalon interne + extralt de boue prétraitæ
augmente plus lentement en fonction de la concentration en étalon. Jusqu'à une proportion de
2/ 1 extrait t 'bnetobæler ælætmn, l'ætivité des echantillons contenant de l'extrait
de boue prétraitee sont inférieuræ à ælle des échantillons æntenant de l'extroit È boue sans
pnétnoitement. A une proportion d'extrait d' Acinetobæter ælmtbus æ 3/ 4 l'ætivité de
I'echsntillon contenont de l'extreit & boue prétroitæ thpaw ælle des eutnes échontillons.
Cette expérience confirme que l'ætivité polyphæphote-kinesique d'un extrait de boue,
prétraitee 0u non, sans ojout d' extrait d'Acfnelobælæ æ/ættbus est zéro, ou tout ou
moins non mesunBble dans næ ænditions. A æs fsiblæ ænæntrotions en extrait
d',br'netûæter ælæhbus (proportion < Z/4), l'ætivité des extraits des boues, et,
étonnomment, surtout de lo boue prétroitée, est inférieure à l'ætivité des témoins
ærrespondants. Si un effet inhibiteur est invoqué comme explication de la non-mæurabilité
de l'ætivité polyphosphate-kinæique, il faut noter que le prÉtraitement n'élimine pas cet
effet. A fts proportions élevées d' extrait d'tbnetatæter ælætrîus rhns lo æmpæition
de l'echantillon, l'ætivité des fuhsntillons contenant des extraits de boues (prétraitées ou
non) et calle des témoins correspondants (tampon Tris) sont très præhes. 0n ne peut
ænclure à une inhibition, ni à un synérgisme dsns ætte gamme de ænæntrations en extrait
de boues (proportion d,extrait d,Acr.netMter ælæt*us > zlil.
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5. DtSCUSS|0N.

Dans le cdre de l'élimination du phosphore des eaux râsiduaires par voie biologique, une

étude o été menee afin de mizux comprendre le métabolisme des orgonismes qui porticipent à
l'éllmlnatlon du phæphone. Lo portle expérlmentele porte sur l'ætlvlté cb I'enaTme
polyphosphate- kinase.

Premièrement, la méthode & dffiqe de la polyphmphatekinæ miæ su point (S J) æro
comparÉe à celles d'autres chercheurs. Ensuite le maÈle du métabolisme de l'æétste et des
polyphosphatæ æra rappelé et diæuté. Enfin, l'ætivité polyphæphete-kinæique dæ bouæ

et des souch€s punes sera discutfu.

5.I. LA TECHNIQUI DT DOSAOE DE L'ACTIVITT POLYPHOSPMTT-KIMSIQUI.

L'adenæine triphæphate (ATP) æt le substrat principal û la rÉætion de synthèse des
polyptmphates ( I-IAROLD, | 966). La concentration initiale en ATP choisie pour râaliser næ

essais ( 400 pm) se situe cbns la gamme & æncentrations utilisfu par d'autræ chercheurs
(LEVINSON et al ,1975; Ll e/ BR0WN, 1973).

Dans læ expériences effectuéæ dans le cdre de ætte étude, I'ADP formé lors de la ræction de
synthèse des polyphosphetes est transformé en ATP à l'aide d'un système comportant le

crâotinephæphate (CP) et I'enayme créatinephæphote-kinæ (Cpf ):

CPK
ADP + CP cr'âEtine + ATP

SI-IABALIN etaL(1977)ontut i l isélemêmesystèmepounlaré$nérot iondel 'ATPàpart i r^

de I'ADP formé lors de lo réoction de qfnthhe fts polyphæpotæ. La quantité É CP ufiltæe
dsns næ expériences (20 mll) correspond à la quontitéde CP utilisæ per SI-IABALIN etat
( 1977). Nm expérienccs s/ec les différentes concentrotions en CPK indiquaient une

æncentration optimale ( | unité/ | 40 Ul ) lâ;Èrement inférieure à celle de SI-IABALIN e/ a/
(  1977X2à3u. /  200 p l ) .

Læ raisons ô l'ajout û polyphæphetes dens les milieux d'o<trætion et û réætion sont a
priæi multiples. Selon l-hROLD ( 1963) les polyphæphotes witent l'ffirption des
ena/mËi sur læ parols du rfulplent. lls pourrolent JuJer le rOle dlnltloteurs ffi cholnæ
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lons de la râætion polyphosphate-kinæique (WlDM, 1959). Finolement, ils pourraient

agir comme protecteurs de l'integnité des ene)/mei lons de I'extrætion (ANDREARCZYK,

c0mm. pers.). Indépenrhmment ft leur mode d'ætlon, la nécesslté de lo présenæ É
polyphosphates dsns le milieu de nÉætion est clémontnfu par l'expérience repportfu dans le

S5.5. Cependant, une trop forte concentrotion en poly-P rique d'entroiner fts effets

secondairæ: les polyphæphates pouvont interEir avec les protéinæ et les prÉcipiter

( FIAROLD, I 963), I'homajinisation du milieu de réætion peut pæer des problèmes.

ll est important d'effectuer le dæqe des protéines en comparEison arec une gsmme étalon
préparfo dsns la même solution que la solution essai (milieu standard d'extrætion); Læ

æmposes du milTeu d'extrætlon, et læ polyphæphatæ en particulier, entrolnent un æcaleç

important de la courbe étalon par rapport à le courbe étalon préparfu dans une solution
physiologique ( Figure en annexe 8).

Le réætion catalysée per la polyphæphate-kinæ nâæssite des cofæteurs. La compæition

dæ milizux de reaction ropportés dons lo littérature æt trb variable. Præque tous læ

chencheurs ajoutent NgZ* (K0RNBER0 et at, 1955;flUt-tAflt{ED, l96t; Sl-tABALtN etal,

1977;SUZUKI etal, 1972) dans le milieu de néætion, et plus rorement mn2* (LEYINS0N

et aL, 1975). Ces ætions divelents peuvent neutroliær læ groupements enioniquæ de I'ATP

ou des polyenions comme le poly-P. La concentration en Ngz+ aiouté au milieu de réætion de

næ essais étsit de I 0 ml1, concentrotion oppliquee frplement por Ll el BR0wN ( | 975).

Au cours de le mise eu point du dæage, les concentrations des râætifs ont varié un à un, en

çrdont toutæ læ autres conæntrstions fixæ. Læ ænæntrations optimalæ tles r'éætifs

issues de ces expériences sont cohérentæ wec læ æncentrations optimeles rapportfus dans

la littéroture. ll zurait été intellectuellement satisfsisant de réaliser une expérience

récapitulotive. Au æurs tle ætte expérienæ, toutæ læ ænæntrotions de réætifs voriersient
selon un plon fætoriel. Les nésultets de cette expénience auraient permis û vérifier

l'ensemble du système ù dqe.

Les valeurs obtenues wæ le méthode de doqe mise eu point (S 5) sont situâs dans le gsmme

És veleurs énoncéæ dans la littérature. L'ætivité mæurfu sun 6 extreits t,lcrhetobæter
æl',ryelicus, notre mulèle biologique, varie entre 0,8 et | 3 nmoles de phæphate transférês

por minute et por mg de protéine (S4). A titne æmporatif, SURESH et aL (1984) ont

trwvé un moxfmum É l0 pmolæ por mln et par 0,1 ml dextrolt chez Pættunonæ
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værcularÆ I-|AROLD et l-lAR0LD (1955) et FfiR0LD (1964) ont snnoné entne 2 et 25

nmoles P. min- l.mg- I protéine clvz fntatôæter ærq*zâ LEVINSON a/ al ( 1975) ont

rapporté l,l nmole P. min-l.mg-lprotéine clrcz. Arlhrobæter atrælaneus KORNBER0

( tgSZ )atnouvé uneætiv i téentre l ,5et  l l  nmoleP. min- l .mg-lprotéine chez, f .  æt i .

Les résultats de nos essois æ situent donc dons lo même gomme que ceux de KORNBERO

( I 957 ). Næ valeurs sont un peu ctÉcalées vers les faibles valeurs par rapport à celles û

MR0LD ( 1964). Toutefois, les différences sont faibles; les résultats obtenus semblent

cohérents avec les résultats ropportÉs dans la littéreture.

A notre connaissance, des essais de dæage de l'ætivité de la polyphæphate-kinæe dans les

boues ætivées, comme decrits rhns les 5 rt.,l et 4.5, n'ont pæ été ropportés ultérieurement.

En consâ1uence, une comparaison avec des données ù la littérature n'est pas pæsible. Les

résultats obtenus avec différentes boues sont discutÉs dans le S 5.5.

5.2. LE T,IODELE BIOCHII-,IIQUE.

Le mrÊle préænté sert a résumer et à structurer næ ænnalssanæs conærnant l0 blæhlmle

de l'élimination biolqique du phæphore. Ce muËle æt en grande partie bæé sur læ muËlæ

propæés per NICH0LLS e/ OSBORN (t978), l'lAMlS etaL(.1983) et par CfII1EAU etaL

( | gSE). Bien que la plupart des réætions enzymatiques oit été demontrées par différents

auteurs, l'existenæ chæ un même orçnisme des voies métoboliquæ préæntéæ æt

irypothétique, et devra être confirmée per ffi recherchæ ultérieuræ. Le mcËle, simple et

cohérent, explique qual itativement les phénomènes maj eurs:

- l'importonce de l'acetate par ropport aux autres substrats potentiels pour les bætéries
poly-P;

- le relergry en ônsérobim ô phæphates dens un repport l: I par repport à la quantité
d'dtateænsrynmé (C0NEAU elaL,1985; ARVIN aIKIRSTENSEN, 1984; EKA|IA a/al,
f 98't; FUIGSE elaL, 1981; S/ENTZEL etaL, 1961; POT0IETER al EYANS, l9E3;
RENSINK, I 98 | ; I1E0ANCK, comm pers.);

- l'évolution invarse des quontitæ ô polyphæphate et dB poly-hudnorybutyrate
intrælluloiræ au cours du traitement eneérobie-tÉrobie (POTOIETER e/ EVANS, | 985;
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FUK SE et a/., 1984; FUHS a/ CHEN, | 975).

Cependant, le mulèle ne peut prâlire d'une fryn quantitative les phénomènes & relargry et

dobsorption.

Le mclèle componte êux parties: les prmus biæhimiques en anaÉrobiæe, et le

métobolisme oérobie. En conditions snsérobies, ôux prffius sont effectués por deux
populations différentæ: d'une port une production d'æÉtate, et d'autre part une mimilation
d'æÉtete.

En conditions anaérobies, ærtainæ bætéries #robiæ-an#nobiæ fæultotivæ effectuent une
fermentation ( une degradation dans lquelle des moléculæ orgniques interviennent aussi
bien en tant qu'æpteuns qu'en tant que donneurs d'électnons) à partir d'une frætion de Ia
matière orggnique æntenue dsns l'eau résiduoire ( BRODISCH, I 984; FUHSeI CHEN, | 975;
tlAMls et aL, 1985; flEgANcK et a/., 1984). ce pnmus, epperé æidqpnèse, est
opprofondi dons la deuxième portie de ce rapport. Le produit de fermentotion le plus

important pour les systèmæ É dephæphatation biologique æt l'æÉtate (FL0RENTZ et a/. ,
| 984; NAMIS el a/., 1985; MEOANCK et a/., I 984).

L'æétete, et peut-être d'autræ molfoules de feible poids molfuulaire, peuvent être sbsorbés
en conditions onoérobies par certoines bætéries rÉrobies (RENSINK e/ DONKER, l9S4).

L'exemple le plus frâluemment cité dune bætérie pouvant mimiler de l'æétate en
anoérobiæ æl ,birptobæter (DElNEflA el a/.,1984; FUHS e/ 0HEN, l97s;LAWS$N e/
TON|-[MY, 1980). Simultonément à lo disporition de l'æétate, un relorgqe de phæphotes
par l8 biomæse æt observé. La figure 5.1 repréænte schématiquement l'æsimilation et le
métabolisme de l'æÉtate en trois étapes: une phæphorylation de l'æÉtate, la formetion de
l'aætyl-cænzyme A et la synthèæ tlu poly-trytlrorybutyrate ( pHB ).

Quant à la phæphorylation de l'acetate, plusieurs hypothèses peuvent être arancÉes.
L'énergle pour le transport et l'æsimllatlon ê l'æétate pourralt être apportée par læ
polyphæphates emmqæinés dans le cellule bætérienne ( S t .g ) ou par une râçerve d'ATp .
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mi l ieu
env i ronnant

o
,t

H3C-C-OH
acide acét ique

o
H3C-C-OH H3C-C-OH

poly- (P)

ATP

ADP

acéty l -phosphate
o
/t

H3C-C-o-(P)

cytop lasme

HSCoA
Coenzyme A

H3C-C-SCoA
acétyl-coenzyme A

Fig- 5.l. Yoiec hypothétiquæ por l'absorption ft l'æétate en anrÉrobiose
avec formation de l'dtyl-coA et hydrolyse des polyphosphates :
!. RhæRhmylation de l'æÉtrte directement par res polyphosohates;
2- phæphorylation de l'æétate par les polyphæphates, iia t'lttp. 

-
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D'une ryt, l'occtût? porrroit âtre ptnspfrorylé dà sn pffiqe à trovers lo mernbrane
Ftr une molârule membraneire (por oc. ptmphetidyl ql)æerol), à sr tour ptmphorylæ
par le poly-P. D'zutre part, les polyphæphates pourraient phæphoryler l'æÉtate par
arnlogle wæ la phæphorylstion de l'aætate por l'ATp (ROSE,I9S9) ou por le
pyrophæphate (CRUDEN et a/., lgïl):

Poly-(P)n + CHr0mg .--_--+ poly-(p)n_ 
1 + CH5CO0-(p)

- certaines bætéries, comme ,binetMtæ, pæsà1ent l'en4yme æÉtete-kinffie
(TAYLOR e/ tJUNt,lg6t;.,uNt, t97g), mais son ætivité avæ le poly-p comme
donneun d'un groupement de phosphate n'est ptri connue.

- Dans l'hypothæe où un trsnsfert diræt d'un groupement phæphate æs
polyphosphates vers l'æétate serait impæsible, les polyphmphates pourreient
phæphoryler I'ADP par la réætion inveræ de la polyphæphote-kinæ (|-|AROLD e/
|'fAROLD, 1964; KORNBERO et at, t9s7; KULAEV er vAOAB0v, lg8s). L'ATP
pourait alors phæphoryler l'mÉtate:

Poly-(P)n + ADP =-----+ poly-(p)n_ 
I * ATp

ATP + CHsCOOH ADP+ CH3C00-(P) + pi

Le pyrophæphospate ( PPi) est fæilement hydroly# pour donner deux orthophæphates.

L'æétyl-phæphate formé sersit transformé en æÉtyl-cænayme A par l.enayme
phosphotronsaÉtylæe ( LôTTER, I 984), en qtnservant su moins partiellement l'Énergie de la
liaison -P, et en libérant un phoshate inorganique dans le rytoplæme:

CHSCO0-(P) + CoA CHJCO-SCoA + (P)i

Dans ces ænditions, la ænæntratlon en phæphatæ peut ds/enlr plus élR/æ rhns le
rytoplæme que dans le milieu, et les phæphates tendent à sortir de la cellule par diffusion
d'un grdient de concentrotion ( NICH0LL$, t 979; S | .Z).

Dans l'hypothèse d'une phæphorylation de l'æÉtate directement par le poly-p ou via
I'ATP, un gnoupement phæphate æt relargué pour chque molrhule d'oætate absorbÉ, en
mrd avec les observations ê COIIEAU et ail19g5); EKANA et ail1994); FUKA,SE et
aL(1952) et |"1E0ANCK (comm. pers.).

DEns l'frypothèæ où l'edtate æt dlrætement æmplexé par le ffinz)/me A (selon llAMlS
el aL, 1985) eux orttrophæphates sont relergués, en mrd oræ csrteines observations
ê WENTZTL et a/.(19S1) et DEYRIES et at (t9SS).
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Dans tous les cæ, dæ cations métolliquæ sont transportés en panallèle syæ les phæphotæ;
alnsl læ chargæ élætrlquæ sont neutrallsh (S 1.6).

L'ocetyl-CoA, une molécule-clé dans le métabolisme, peut être utilise pour lo qynthèse du
poly-hydroxybutyrate (pHB)( FUHS e/CHEN, l97S;CONEAU eta/.,t9g5). Lasynthèædu
pHB est une "voie secondaire". Elle ne donne pæ dinectement lieu à ls production d'ATp ou à
d'autre formæ d'énergie, mais elle evite le blmge de certeinæ "voiæ principelæ" æusé por
l'épuisement du MD*. Le pHB joue alors le rôle d'æepteur d'électrons. En effet, le pHB est
un pnoduit de stækaç de ærbone à l'étot réduit. Son influence sun la pression æmotique et
sur l'ftuillbre des réætions æt minimale. Par l'ætérification dæ monomèræ, læ
groupements æt"boxylæ sont neutralisÉs, et I'influence sur le pH intr-æellulaire est
également minimale (S 1.7). La voie de synthèse du pHB æt schématisée dans la figure 1.6.
Læ phénomènæ de relargqe de phmphore et d'eæumulation de pHB sont limités par la
quentité d'æÉtate disponible dans le milieu, ou, dons I'hypothèse où les polyphæphates
ænstituent une s0urce ft phæphotæ "ætivés", par la quantité ft polyphæphatæ disponiblæ
trns la ællule. Dans le cæ d'une station d'épuretion d'æux résiduaires la limitation en
substrat (acetate ou outre) semble la plus frâquente.

Pan un mâ:anisme non élucidé, l'enayme polyphæphate-kinæe æt induite lors du s6jour en
anaérobie ( S 4.3). 0r, les fsibles concentrations en ATp ( p0T0lETER e./ EVANS, I 9gJ) mnt
cÉfavorablæ à la réætion & synthèæ des polyphosphatæ:

AïP + poly-(P)n =-- ADp + poty- (p)n+I .

Une dégndotion, via la voie ætolysée par l'æétate-kinaæ, por la réætion inverse de la
polyphæphate-lclnæ 0u par une autre voie, prédomlne.

Dens des conditions où les bætéries effectuent un métabolisme respiratoire (où
l'oxygène est l'æpteur finol es élætrons libér'æ par I'oxydation des molécules
orçniquæ), une gnende partie &s moléculæ orçniquæ æntenuæ dans l'æu résiduoir e peut
être dégradée et utilisée pour la synthèse de ænstituents celluleires ou pour la production
rl'énergie. Læ réærvesrb poly-hydroxybutyrate peuvent être oxydéæJuqu'à l'æÉtyl-CgA.
La voie de la cÉgraûtion du pHB est reprÉsentfo schémetiquement dans la figure 1.6.
L'ætyl-CoA prduit peut être utiliæ 6ns un e/entail de voiæ métoboliquæ. Une de ces
voiæ æt le rycle de KREBS, pour la génération d,énergie.
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SUBSTRAT CARBONE

rni l ieu
environnant

CYCLE DE KREBS

cytoplasme

(P) + ADP

poty-(P)
acides nucléiques

Fig. 5.2. $chéma du nétabollsme des bactéries poly-P en o6roble, wec
rlégrdotion du poly-trydroxybutyrate et synthèse de polyphæphrtes.
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L'énergie produite lors tr l'oxydation dæ substrats endo- et exogènæ æro partiellement
disponible pour le synthèse des polyphæphetæ; le trensport des phæphates (FRIEDBERo,
1977; l- lAR0LD elSPlTZ, t97s; NEDVEczKy et ROSENBERO, t97l ) et lo potymérisotion
par l'ætion de la polyphæphote-kinæe 0u d'autræ eneymes (l-lAR0LD, 1966; KULAEV er
VAGABOV, 1983) sont énergie-cÉpen6nts. La quontité de polyphæphates synthétisés et
roumulés peut dépendre de divers fæteurs: l'ætivité & la polyphæphate-kinase, la quantité
de phæphore disponible, ou la quantité d'énergie disponible. La polyphæphate-kinase est en
compétition pour son substnot l' ATP orec toutes les outres utilisotions de l'ATp; le
tnonsport ætif pour compenser læ pertæ chimiquæ et élætriquæ qui @r*nt læ
grdients à travers la membnane cellulaire, la qynthèse des divers constituants de la ællule,
et particulièrement pour la synthèse des æi&s nucléiques ( MROLD, I 966).

ll est difficile d'estimer de la quantité de phæphore pouvant être absorbé avec l'énergie

ænéræ à pontir du stæk de pHB. Le nombre d'interférenæs æt tnop importont à æuæ de la
plæ æntrale qu'mupe I'acetyl-CoA dans le métabolisme. Un &s points faible du modÈle est
qu'il ne peut pes prédire dons quellæ conditions l'énergie çnéree à partir des substrats
enth- ou exogènæ æt rællement utllisée pour la qynthbe & polyphæphatæ. @tte læune
n'est pæ propre eu maËle la littéreture sur les phénomènæ de relarg4e en ondrobiæe est
nettement plus riche que celle portant sur l'abærption ærobie du phæphore. A notre
connaisænæ, l'importanæ &s substrats ærbonés exoEÈnæ dans la æne aÉrée n'a pæ encgre
été évaluee.

L'importanæ des voiæ de synthèæ des polyphæphatæ autre que ælle ætalysée por- lo
polyphæphate-kinæ æmble limitee ( KULATV el VAOABOV, I 9SS). Dans læ organismes où
læ volæ ætalyséæ par la polyphæphate-klnæ et pan la dlphæphoglydrate-
polyphæphete-phosphotrensférase sont présentes, l'ætivité de la polyphæphate-kinæ est
nettement supérieure (KULATV et aL, 197 l).

La synthèæ des polyphæphotes et d'æides nucléiquæ épuiæ les râservæ intrælluleiræ
d'orthophæphatæ; par æn$uent, une abærption lmportonte de phæphotæ du milieu o lieu.
Cette aborption peut être obærvfu en abænæ d'oxycgÈne molfuulaire, à ændition que les
bætériespuissent utiliær I'orygène dæ nitratæ comme æpteur final d'élætrons dons leur
métabol f sme ræpi ratoire ( dénitriflætion X tlALN }tJ el aL, | gg5 ).
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Les râsultsts expérimentaux présentés dons le 5 4 seront discutæ dons I'optique de notre
ænnoissanæ du métebolisme du phæphore, rbumfu par le modèle.

5.3. L'ACTIVITE DE LA POLYPHOSPHATEKIMSE ]'IESUREE DANS LTS EXTMITS DE BOUES.

Læ essais rapportés dons Iæ S 4.4 et 4.5 semblent constituer læ pnemiers dsûges æ la
polyphæphete-kinase à avoir été effectues sun des fohantillons de boues.

L'ætivité polyphæphate-kinæique mesurée dans læ boues æt trb faible et ræte toujours
inférieune à l'ætivité mesuree chez Acinetabæter calæltbus Cette faible ætivité tend à
montrer que seule une faible fraction de la biomme présente une ætivité
polyphosphote-kinæique. Le æul échantillon de boue dont tous les sous-échantillons
montnent une ætivité polyphæphote-kinæique est , étonnamment, une boue non edaptée à
l'élimination bioloEique du phosphore, prwenant É la stotion d'épuration de fietz. plusieurs

explications peuvent être wancâs, mais elles restent à prouver. D'une part, il faut
rem8rquen que lo concentration de la boue de fletz lors de la sonifiætion était fule à J fois
supÉrieune à le ænæntrstion des échentillons de boue prwenant h pilotæ de
cÉphosphetation. D'autre part, les fohantillons de boue pnovenant des pilotes de
dephæphetation du Laboratoire de la Lyonnaise des Eoux ou Pecq ont subi une plus longue
période de ænservation et & transport que les boues pnwenant tr la station d'épuration de
l'1etz. Les fuhantillons prwenant du Pecq ont étÉ transporté 6ns une boîte isolee mais non
rÉfriçree.

Suite aux premiers echecs des essais de d6qe de la polyphmphote-kinæ 6ns les boues
prwenant æs pll0tes ft déphæphatatlon du Laborotoire rh la Lyonnolæ dæ Eoux au pecq
(S4.4), des expériences ont été effectuées avec le double but de déterminen le cause de
l'obsence d'ectivité chez les boues et É definir èventuellement une remède.

Premièrement, des essais ont été conduits orec des boues dilufus orent lo sonifiætion; le
matlère sèche &s bouæ étont bæuæup plus importante que ælle fts culturæ pures,
I'ertrætion poumait être inefficæe. L'essai conduit ultérieurement oyec la boue ê lletz
semble contredire cette trypotfÈse; en effet, le poids sec de la boue de lletz étoit aussi
importont que le poids sec És bows provenont dæ pllotæ É dephæphotoilon du Labrotoire
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ê la Lyonnaise fu Eaux.

Deuxièmement, il o été ænstaté qu'une variotion de la conæntration initisle en ATp
n'amélior"eit pæ lo réponse lors du dæage de la polyphosphete-kinase.

Un æsai d'elimination d'inhibiteuns éventuels a été realise ( "lwaç" dæ bouæ). Une
quantité importante de sumes et de protéines a été éliminfu, mais les essais realisés avæ des
"étalons lnternes" indiquent plutôt une diminution tb l'ætivité polyphæphate-kinæique par
repport au témoin et même par rapport à une boue non traitfu.

L'additi0n d'un substrat compétitif (histone) pour pallier l'ection des hydrolæes n'e donné
aucun effet mesurable

La recherche sur læ bouæ prwenant trs pilotæ de déphæphatation du Laboratoire de la
Lyonneise des Eaux n'B ptrl étÉ poursuivi. En re/anche, une expérience plus fructueuse a Été
effectuée avec une boue ætivfu classique, prorenant & la station d'épuration É l1etz.

L'ætivité polyphosphate-kinasique de la boue prorrenant de la station d'épuration de tletz
suggère qu'une boue clæsique a la potentiolité d'occumuler du phæphore. Dæ obærvetions
faites lors de I'ensemencement des pilotes de déphosphatation du Laboratoire de le Lyonnaise
des Eaux au Pecq arec des boues clæsiques confirment I'existence de ætte potentialité: les
bouæ "clessiques" commenænt à relarguer et à réabsorber du phmphore ùns un éloi de
deux jours (l'lALNOu, comm. pers.), même si l'age des boues est de ls jour-s. vu l'fu des
boues, un renouvellement de la flore ne peut woir eu lieu eu bout de deux jours. ll faut
toutefois noter que l'ætivité polyphosphate-kinæique ne variait pæ significativement au
cours des essais comportant des phæes aérobies et anaérobies. La faible concentration en
phæphore soluble dans le milieu (0,7 mg.l-l) suçne que la polyphæphate-kinæ a pu
être induite par une carenca en phosphore.

ll aurait été intéræsant d'établir une correlation entre l'ectivité polyphæphate-kinæique
ûs bouæ et leur powoir d'ætmulation de phæphore. Cette ærreletion n's pu être établi
dune part à couæ tle l'æhæ avæ læ boues provenant H pilotæ de Éphæphatation du
Laboratoire de la Lyonnaise fu Eaux au pecq_
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5.4. L'ACTIVIÏE DE LA POLYPHOSPI-IATE-KIMsE NESUREE CHEZ DES SOUCHES PURES.

Læ résultats obtenus lors des essais avec des souches pures (s 4.1 et 4.J), permettent

d'apporter certains éléments de réponse aux questions suivontæ: quels orçnismes sont
responsablæ de l'accumu'lation biologique du phæphore dans læ bouæ; et quel est le
mânnisme en jeu ?

Le pouvoir d'æumulation & phæphore par les membres du gr.oupe Aunetobæts æt
généralement neconnu. Cependant, au moins deux opinions existent quant au rôle des autræ
groupes taxonomiques dons l'éliminotion biologique du phæphore. Pour certeins, le rôle de
sureccumulation de phosphore dans la boue doit être attribué eu seul groupe Actnetobæter
(BUCFI\N l9E3;OLOETE eta/ . ,1984;Dt lNEl lA ela/ . ,1980;FUHS etOHEN, l97s;LAwsgN
e/ T0NMZY 1980; RENSINK et a/., 198il. Pour d'autræ, différents orçnismes sont
âplement impliques dans le præessus (BROD|SH,l9BS; BR0DlsH e/ JOYNER, lgg5;
0ERBER e/ ALLEN, I 984; LOTTER, | 984; NEOANCK et a/., 1984).

Une partie de nos résultats rapportés dans le S 4.3 confirment des hypothèses issues des
eæais rælisæ à l'ai@ rb tæhniquæ différentes. En outre, la æhérence dæ rhnnéæ obtenuæ
à l'aide du dry de le polyphæphete-kinase et de tæhniques différentes confirment la
velidité scientifique de la technique du dosqe. Ainsi, une ætivitÉ de lo polyphosphate- kinæe
a été tÉtætfu chez Acr'netabæler ælwtrcus; la même souche æumule dæ quantités

importantes de phosphore dans des conditions d'alternance #robiose/sn#robi0se; 5,5 E ch
phæphore psr rapport au poids sec (æsais en fermenteun ræli#s par I'IE0ANCK; comm
pers.). Par contre, chez. ,4eromonæ hydraphila, aucune ætivité n'a pu Être detectee dans des
conditions d'alternance antÉrobiose/aérobiæe; dans les mêmes conditions, cette souche
n'accumule pæ de phæphone en excÈs par rapport à ses besoins métaboliquæ immediats; I ,7
S de P par rapport au poids sec (ME0ANCK, ry. cit.). ll feut cependent noter que BR0DISCH
e/ TJOYNER ( | 985) rapportent lo présence chæ. ,leromanæ punctata û gronules identifies à
l'eide d'une æloration comme des polyphæphatæ. Bien que Pæuùnonæ værbularis
æumule du phæphore (3,5 I & P par ropport ou poids sec; |'IEOANCK, ry.crT ) son
ætlvité polyphæphate-kinælque n'étoit pæ mesurable à l'ai& de notre système de dqe.

Quont au mânnismes d'æumulation intrællulaire de phæphore mis en jeu, HARoLD
( 1966) en distingue tleux (S 1.5): une mumulation tle polyphæphatæ lors d'une carenæ en
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szote ou $ufre, sppelée "luxury uptake" ou "æimilation excâJentaire", et une æumulation
de polyphæphate aprb une période de carenæ en phæphate, appelfu "werplus æmpenætion"
0u "surcompensatlon de la ærenæ en phæphore" MR0LD ( 1966) ne mentionne pæ
d'alternance oérobiæ/onoérobiæ, comme nous la connaissons dans le traitement dæ eaux
rÉsiduaires.

NICHOLLS al OSBORN ( 1979) ont étendu les notions de "luxury uptake" et de "werplus

æmpensation" à l'mumulation de phæphore survenont après un "stress" endrobie.
Jusqu'ici, aucune expérience ne confirmait cette théorie au niveau enzymatique.

Le prmsus d'accumulotion & phæphore dans læ bouæ suite à un passage en ænditions
androbiæ pourrait être appelé "werplus æmpenætion". L'utiliætion de æ terme oeut être
motivfu par I'analqie &s effets de carence en oxyçpne avec les effets d'une carence en
phæphatæ (induction & la polyphæphate-kinase, surffiumulation rÈs que l'élément
manquant re&vient disponible). Cependant, il n'æt pas certain que l.induction de 

.la

polyphæphate-kinæe obtenue par une carence en phæphore soit reproduite trns læ
conditions d'une alternonce androbiæe/aérobiæe d'une station d'épuration. Car la
polyphosphate-kinæe est induite chez un très grand nombre de souches lors d'une cûrence en
phæphatæ : Kleâ.çnlla (OERSBER0 el ALLEN,I gE4); P-vuûnanæ, Eu,itlus(SURE$H el
a/., 1984): fnteroàæler (HAR0LD, 1964); fæherrbhn æli (K0RNBER0, t9S7) etc...
Pormi ces orçnismes , certains sont drobiæ-onaérobiæ fæultotifs ( K/eâsle//a,
fnlerobæter, f. æli). 0r, si le muÈle préænté ftns læ s I .g et s.2, æt corræt, æulæ læ
souches eérobies doivent perticiper au præssus de relargaç et de nâabsorption du
phæphore, ærætéristique au fonctionnement d'une station en Élimination biologique du
phæphore. En effet, les organismæ drobiæ-ondrobiæ fæultatifs effætuent un
métobolisme fermentatif en an#robiæe, Evec formation d'æÉtate à partir de
l'dtyl-CoA. 0r le modèle prévoit une absorptlon rl'æétate avæ formation
d'æétylphosphate puis d'acetyl-CoA par les orçnismes actifs dans la rléphæphatation
biologique (orgnismes poly-P). La ctémonstration de l'induction de la polyphæphate-kinase
par anoérobiæe chez des orgonismæ eérobiæ-androbiæ fæultatifs, en préænæ d'un
substret fermentescible, serait suffiænte pour invalider le mulèle. L'æumulation &
quantitæ importantæ de phæphore pEr une culture d'une souche tÉrobie-androbie
fæultetive dons fts ænditions d'une alternanæ aérobiæ/anaérobiæ, en prfuence d'un
substrot fermentible, serait une sérieuse indiætion de l'invalidité du modèle. Evidemment,
si le mulèle predit que seuls læ orgenismæ tÉroblæ porticipent au prææsus û relargry
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et absorption du phæphore Eu cours du traitement anaérobie-aérobie, il n'implique pæ $re
tous les orgenismæ ærobiæ possèdent l'âUipennent néæssaire à l'æumuletion És
polyphæphotes. De même, le maÈle n'est pæ irrcompotible arec l'æumulotion de
polyphæphatæ par fts orgonismæ drobiæ-anoérobles fæultaUfs par l'ætion d'outræ
mâxnismes qu'une aneérobiose (par exemple par une carence en phæphore ou un autre
élément essentiel).

A notre connaissance, un terme pour décrire spfoifiquement l'æumulation de polyphæphetes
survenont après une anrÉrobiæe n'a pæ enqtre été propæé.

Une des questions fondamentsles quant à lo râ3ulation de lo polyphosphatekinæ est la
sulvante: "æt-ce que l'lnductlon de l'ætlvlté É lo poTyphæphotektnese æt regulfu por lo
concentnation en phæphore dans le milieu ou per un âiuilibre ATP/ADP/P intrecellulaire?"
(HAMIS et a/., l9S3). rJuqu'ici, I'induction Ê le polyphosphatekinæe a été mise en
évidenæ uniquement lors de conditions d'une ærenæ en phmphore (l-tAR0LD,l966). Lor.s
d'une canenceen un autre élément (N,S), une induction enaTmetique n'B pæ lieu, bien qu.ily
oit une roumulation ft polyphæphotæ (l-lARoLD, l966). Lors ûs ææis en fermenteur,
rapportés dans le S 4.3, une induction de la polyphosphatekinæe a été observfu. Lors des
mêmes expériences, il n'y wait pæ de voriotions significatives de ls concentrotion en
phæphore dons le milleu. Dans næ ess8is, le rfoulation ê lo polyphæphoteklnæ étolt donc
inclépendante de la ænæntration en phæphone dans le milieu extrællulaire. Cependant,
l'hypothèse d'une rfrlulotion por l'equilibre ATp/ADp/p intrælluloire (cOl"1EAl) e( a/.,
1985; NAMIS et aL,l983) n'est pæ encore prouvfu.

5.5. mNCLUSI0NS.

Une méthode æ d6aF th l'ætlvlté polyphæphate-klnætque a été mlæ au polnt poul-
,bùtetMler ælælrbtts. Cette même méthode a été eppliqué esur différ-entes souches
pur€ri et sur trs boues ætivæs. Le dqe de le polyphæpote-kinæe o permis de formuler,
6ns nm ænditions expérimentales, læ ænclusions suivantæ :

- un ærtsf n nombre ê souchæ, parml lequelles Aanetûætr ælæltdn,,bt'netobæta
ælæltîtts -plræphfuæus' 

el Pæufunaw f7uææu prâæntent une ætivité
polyphæphote-kinæiqræ constitutive, voriont entre 0,55 el 1,7 nmoles de phæphote
transférfos psr mg ê protélrres et psr mlnute;
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une côrence en orthophæphotes infuit la polyphosphate-kinæ chez Aciætùæter
ælæticus Cette obærvotlon æncorch oræ le phénomène d "o/erplus compensslon"
dtÉcrit par I-fAROLD ( 1964) chez fntæûætæ ærrytffi;

la polyphæphate-kinæ æt inductible psr anoérobiose chæ Acinelobæler ælætrbus,
,4ct'nelobæter ælæltbus "pltæpi1#varus'et Pætûrnaw fluaræns. Elle n'est pæ
inductible chæ ,4eromonæ hyoTophila el Pæuûnonæ yæt'cularb. Ces résultats
suggèrent que les souches ne sont pæ toutes capables & participen au præessus de
l'élimination du phæphore, et qu' Acltnlatætæ ælællan n'est pæ l'unique
orgonisme ræponæble G lo déphæphotailon;

l'ætivité polyphosphate-kinæique mesurfu dons les boues ætivâs est toujours foible ( <

0,1 nmole P .min- I .mg- | . prot. ). La raiæn Éfinitive pour le manque d'ætivité dæ boues
prwenant des pilotes de dephæphatation du Laboratoire de la Lyonnaise des Eaux n'o pu
Être diterminrÉe. Divers traitements ont été appliquæ pour lwen une inhibition
éventuelle; un "lavEe", uffi dilution want l'extrætion, une protection contre les
hydrolases par ajout d'un substrat compétitif... Aucun traitement ne s'est arréré efficæ.
Une préparation des extroits et un dæ4e sur plæ pourrait éliminer le risque d'une
cËterioration des fuhantillons lors du transport;

un Échantillon d'une boue ætivée clmique, pris a la station d'épuration de f1etz,
prâsente une ætivité fsible mois mesurable (0,02 à 0,09 nmole p.min- l.mg l. pnot.).

Ce résultat montre que ærtains orçnismæ d'une boue clossique posùent l'equipement
nâæssaire pour perticiper à l'éliminotion biologique du phæpore.

La méth* de dmæ ds/eloppée est un outil de ræherche. Elle æt trop coûteuæ et onéreuæ
pour des appliquotions de routine.

La raison pour lq.relle une boue ætivee classique montrait une ætivité polyphæphate-

kinæirye et une boue -dÉphæphatante" n'en montreit pæ mÉritereit une exunination plus
approfontlie.

L'ensemble es données puiæes ôns la littéroture et obtenues lors des expériences, irnitent à
reJeter les trmæ -werplus cunpenætlon- (surcompensatlon É lo ærence en phæphore)
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ou "luxury uptske" (æimilation o(cûbntsire) pour le phénomène d'æumulotion de
phæphore survenant ôpnb une oruÉrobiose. Le terme "surcompensotion du phæphore
relorgué en Enséroblffi' put décrlrr ce phénomène.


