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< <...Comme le philosophe des sciences Karl POPPER I'a

souligné, une bonne théorie se caractérise par le tait qu'elle

fait un certain nombre de prédictions qui pourraient en
principe être réfutées ou rendues fausses par l'observation.

Chaque fois que de nouvelles expériences viendront

corroborer tes prédictions, la théorie sera confottée, et notre

confiance en elle s'accroîtra ; mais si jamais une nouvelle

observation ne s'inscrit pas dans son cadre, il nous faudra

l'abandonner ou la modifier. Du moins est-ce ce qu'il est

supposé advenir, mais vous pourrez toujours mettre en

doute la compétence de la personne qui a réalisé

I'observation en question....> >.

Stephen W. HAWKING
"Une brève histoire du temPs
Du big bang aux trous noîrs"
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A I'heure actuelle, et devant la mise sur le marché d'un nombre croissant de

produits chimiques organiques (pesticides, détergents,...), et devant quelques "incidents"

ou "accidents" par lesquels certains de ces produits ont pu être retrouvés dans

I'environnement, I'attention de I'opinion publique et des scientifiques se focalise sur le

devenir des substances chimiques (pesticides, détergents, hydrocarbures, pour ne citer

que celles-ci) dont I'impact sur les environnements n'est pas négligeable, et met un point

d'honneur à utiliser des produits plus "propres".

A ce niveau, la biodégradabilité a tout naturellement été mise en avant,

d'autant plus qu'elle peut être considérée comme étant une propriété importante

régissant I'impact des produits chimiques organiques sur I'environnement, au même titre

que la toxicité, la bioaccumulation...(GERlKE et FISCHER, 1979 ; PARIS et coll.,

L982; VAISHNAV et coll. ,1987 ;...).

Toutefois, même si la biodégradabilité connait un regain d'intérêg au niveau

des législateurs, au niveau des systèmes biologiques de réhabilitation de sites pollués

(tels que les plages polluées par marée noire), il n'en reste pas moins qu'un grand

nombre de problèmes se posent encore et ne sont pas maîtrisés au niveau de la

réalisation d'essais de biodégradabitité. De ce fait, depuis quelques années, divers

organismes nationaux (AFNOR, EPA,...) ou supra-nationatx (OCDE CEE ISO'---) ont

essayé d'apporter à ces tests de biodégradabilité certaines améliorations afin, entre

autre, de réduire [a trop grande variabilité que I'on peut observer sur les résultats de

biodégradation.

Ainsi, I'emploi de conditions standardisées (concentration en substance,

emploi et composition d'un milieu minéral, concentration et traitement de finoculum,...)

pour la réalisation de tests de biodégradabilité "facile" améliore la reproductibilité et la

répétabitité des essais (KITANO et TAKATSUKI, 1988). De même, l'utilisation de pré-

acclimatation (conditionnement) des inocula semble réduire la biodégradabilité

(ECETOC,1985).

Malgré les améliorations constantes apportées à ces tests, il n'en reste pas

moins que différents problèmes restent encore à résoudre, et que les besoins en terme

de recherche sur la biodégradabilité sont énormes : physiologie et génétique des

bactéries (intervenants principaux de la biodégradation), analytique, expressions

cinétiques,... (GRADY, 1985).



Ainsi, parmi tous ces problèmes, I'explication des différences observées entre
les résultats de tests de biodégradation immédiate (tests référencés OCDE 301 B et
301D), I'influence des étapes de préconditionnement (acclimatation) et d'adaptation
n'ont toujours pas été réellement apportées.

De plus, il apparait que les fortes concentrations en substance observées dans
les tests de biodégradation (usqu'à 2N mg/l) rendent difficile, voire impossible,
l'extrapolation des résultats de tests (en laboratoire) à des biodégradabilités in-situ dans
I'environnement. En effet différens phénomènes tels que (1) la présence d'effets
toxiques au niveau des tests qui ne s'expriment pas ou peu atu( concentrations
environnementales (BI-OCK et co11.,1,990 D, (2) la présence au niveau des tests d'un
phénomène d'activation métabolique inexistant ou négligeable dans l'environnement à
des concentration 103 à lF fois plus faibles en substance, (3) l'existence de
"concentrations seuil" (thresold concentrations) en deça desquelles les micro-
organismes, non induits, ne dégradent pas la substance, biaisent les résultats de

biodégradation et interdisent toute extrapolation Lutilisation de conditions différentes
de celles de l'environnement quant à la composition du milieu minéral" la température,
au pH, au tampon,..., et modifiant la réponse des micro-organismes accroissent encore
cette difficulté à extrapoler.

L-amélioration de cette étape d'extrapolation des résultats à I'environnement
pourrait être envisagée par I'obtention de résultats exprimés en cinétique de
biodégradation, et cela d'autant plus que ces cinétiques peuvent être obtenues à l'aide

de tests réalisés dans des conditions environnementales (milieu, concentrations en

substance et en micro-organismes,.-.). Læs taur( de biodégradation ainsi obtenus
rendraient compte (1) de l'activité métabolique des micro-organismes apportés par

l'inoculunl (2) de I'action de la substance testée dans des conditions qui peuvent être
plus facilement rapprochées de I'environnement. Toutefois, I'obtention de résultats
exprimés en cinétique nécessite la réalisation d'une étape préliminaire qu'est la
numération des bactéries, et qui plus est des bactéries réellement impliquées dans le
mécanisme de biodégradation considéré. En effet, la plupart des expressions cinétiques
comportent un terme caractéristique de [a biomasse active (BATTERSBY, 1990) qui

n'est que rarement obtenu dans les tests de biodégradation classique. Il est donc aussi
nécessaire d'apporter aux expressions actuelles de la biodégradation des substances
chimiques un moyen de quantifier cette biomasse bactérienne active en vue de
I'obtention d'erçressions cinétiques de la biodégradabitité.
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[-es buts de cette-étude n'est pas de résoudre tous les problèmes inhérents à

l'étude de la biodégradabilité mais de contribuer à apporter certains éléments de

réponse et de trouver un ou des moyens d'améliorer la connaissance de certains

mécanismes de ta biodégradabilité et de ces moyens d'étude'

Ainsi, trois études ont été menées-

(i) Une étude basée sur I'utilisation de tests de biodégradabilité facile visant,

en outre, à déterminer I'action d'une acclimatation des micro-organismes sur

la biodégradabilité de différentes substances chimiques organiques et

I'intérêt 6" lf,aliser des bilans carbone. Cette étude a été menée dans le

cadre du Ring Test OCDE sur les tests de biodégradabilité facile (Ring Test

OCDE, 1988) dans les laboratoires CIBA-GEIGY à BALE'

(ii) Une seconde étude, développée au lVater Research Centre de

MEDMENHAM (Angleterre), basée sur I'emploi de substances marquées au

carbone 1.4 cherchait à établir une technique permettant d'obtenir des

cinétiques de biodégradation à des concentrations environnementales et

tenant compte de la biomasse réellement active. Cette étude a de plus permis

de compléter les informatioDs sur l'acclimatation obtenus préalablement,

ainsi que d'étudier I'influence d'une adaptation des micro-organismes-

Une application de la technique ainsi développée à l'étude des mécanismes

d'action de I'INIPOL E,AY22 dans I'amélioration de la biodégradation du

pétrole a été conduite au sein des laboratoires du GRL de I-ACQ.

(iiD Parallèlement à ces travaux, une étude des relations structure-

biodégradabilité a êtê entreprise afin de déterminer le type de relations

actuellement disponibles, les moyens d'améliorer ces relations et les

problèmes tiés aux prévisions qu'elles entraînent. De plus, sur I'inspiration

des travaux de J. DEVILLERS (CNIS, LYON), nous avons entrepris une

recherche en analyse en composantes principales (ACP) à partir de résultats

de biodégradabilité (GERIKE et FISCHE& 1979) afin de comparer des

tests de biodégradation et de regrouper des substances en classes de

biodégradabilité similaire.

Ces trois études sont traitées respectivement dans les chapitres I, II et III.

Iæs applications (ACP) et les explications inhérentes au chapitre III sont développées

en annexe.
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[. Introduction

l-a biodégradabitité joue un rôle prépondérant dans le comportement des

substances chimiques dans les environnements (air, sol, eau), et par conséquent

influence leur écotoxicité.

En effe! la biodégradabilité des substances chimiques est I'un des principaux

mécanismes régulant la persistance des polluants dans les milieux aquatiques

(VAISHNAV et coll. , lg87), au même titre que d'autres phénomènes physiques

(dégradation abiotiquq photolyse, hydrolyse, adsorption'...) ou biologiques

(accumulation, absorption, métabolisation,-..)-

Ceci exptique I'importance accordée aux essais de biodégradation des

substances chimiques afin de prévoir leur degré de rémanence dans I'environnement, et

la nécessité d'évaluer la biodégradabilité pour l'élaboration des dossiers de notification

des substances chimiques-

I-es résultats de tests de biodégradation normalisés montrent des différences

qui peuvent être importantes pour certaines substances chimiques (GERIKE et

FISCHER,l9-1g,19S1). Ces différences peuvent trouver leur source dans les conditions

expérimentales différentes utilisées selon les tests. Ainsi, dans le cadre d'un test

circulaire sur les tests de biodégradation dite facile, nous avons testé la biodégradabilité

de 5 substances (aniline, pentaérythritol, monoéthanolamine,2,4,6-trichlorophénol et

1,6-dihydroxyhexane) seton 3 techniques normalisées différentes, mais pour lesquelles

une homogénisation des conditions de travail est préconisée par I'OCDE, en accord

avec des propositions ultérieures de IECETOC (ECETOC, 1985) et de différents

auteurs (BI-OK et coll., 1979).

Les chapitres suivants présentent successivement (i) tes définitions en cours

dans le domaine de la biodégradabilité, (ii) une analyse critique des différents tests de

biodégradabilité existants, (iii) tes protocoles employés pour la réalisation des 3 tests de

biodégradabilité dévetoppés pour le test circulaire de I'OCDE. I-es résultats et la

discussion qui s'en suivent correspondent à la publication "Carbon balance in ready

biodegradability testing'. Iæs résultats bruts (courbes de biodégradation des différentes

substances,...) de ces tests sont donnés en annexe I.I.

t L



II. Dé[rnitions

Afin d,éviter toute ambiguité de terminologie, les définitions selon rAFNOR

(AFNOR, 1990) de termes utilisés dans le domaine de la biodégradabilité sont reprises

ci-après.

2.1. Biodégradation

I..abiodégradationestladégradationmoléculaired'unematièreorganique

résultant de I'action de micro-organismes'

I-e terme,,métabolismen sera donné à la dégradation de matière organique

par des organismes supérieurs (animaux" hommes'"')'

2.2.Biodégradabilité

I-abiodégradabil itéestl 'aptituded'unesubstanceorganiqueàsubirune

biodégradation.

2.3. Biodégradation Primaire

I-a biodégradation primaire, ou biodégradation fonctidnnelle' est la

biodégradation partielle de ta structure moléculaire d'une substance organique

conduisant à la perte d'une propriété caractéristique, éventuellement liée à une

nuisance.

2.4. Biodégradation totale

I-abiodégradationtotale,oubiodégradationultime,estlabiodégradation

complète de la structure moléculaire avec formation de dioryde de carbone, d'eau' de

méthane (en anaérobiose), de dérivés minérau:<, ou de constituants des micro-

organismes.

L2



[æ terme anglais correspondant est "ultimate biodegradation"-

2.5. Méthodes d'étude de la biodégradabilité immédiate

I-es méthodes d'étude de la biodégradation immédiate (ready

biodegradabitity) sont des méthodes qui permettent de distinguer des substances qui

seront facilement biodégradées dans la majorité des conditions de I'environnement ou

des stations d'éPuration-

Ce sont des méthodes d'étude de la biodégradation de substances chimiques

dans des conditions en principe optimales, contrairement aux précédentes considérées

cornme étant plus drastiques.

2.7. Méthodes de simulation

L,es méthodes de simulation

biodégradation dans différentes conditions

d'épuration.

s'efforcent de mieux modéliser la

de I'environnement ou de stations

2.8. Acclimatation de I'inoculum

préalablement à fessai de biodégradation, I'acclimatation (appelée aussi

conditionnement) correspond au maintien de I'inoculunr, pendant une durée

déterminée, dans des conditions d'incubation définies (température, aération,...) dans un

milieu sans addition de matière organique (hormis celles apportées par l'inoculum lui-

même).

Une remarque s'impose au sujet du terme "acclimatatiorr" et de ces

correspondances en anglais. En effet, on peut retrouver dans ta littérature' pour traduire

un processus d'acclimatation comme il est définit précédemment, les termes

"acclimation", "acClimatization", "pre-cOnditionning" el..'adaptatiOn" !

t 3



2.9. Adaptation de I'inoculum

Contrairement à I'acclimatation, I'adaptation correspond à la mise en contact

de I'inoculum, préatablement à l'essai, pendant une durée déterminée, dans des

conditions d'incubation définies (milieu, température, aération"...) avec des

[æs termes anglais correspondant à fadaptatioq et retrouvés dans la

littérature, sont "adaptation" ou "pre-conditionning" !

Lambiguité de ces deux derniers termeq qui peuvent signifier soit

acclimatation, soit adaptatiorg selon les cas, ou leur mauvaise utilisation' peut rendre

difficile la compréhension de certains articles écrits dans la langue de Shakespeare.

IlI. Tests normalisés ou standardisés

3.1. Généralités

La plupart des tests de biodégradation actuellement normalisés sont

caractéristiques des milieux aquatiques et des conditions aérobies. l-a liste présentée

dans le chapitre suivant est loin d'être exhaustive, mais fait ressortir les caractéristiques

générales et les conditions d'utilisation des tests les plus couramment utilisés-

C-es tests peuvent être répartis en 3 classes définies dans les chapitres

précédents:

- tests de biodégradation immédiate

- tests de biodégradation intrinsèque

- tests de simulation

Une liste des différentes méthodes d'évaluation de la biodégradabilité des

substances chimiques en aérobiose et en milieu aquatique est donnée dans [e tableau

LI., comportant également les références (normes ou lignes directrices) de ces

méthodes.

14



ORGANISMES
METHODES

ISO AFNOR CEE OCDE

Biodégradation immédiate

Analpe du dioryde de carbone

Analyse du carbone organique dissou

Détermination de la demande

en orygène

DIS 9439*

ISOTSTI

DIS 9408*

T 90-306
(NF rSO 9439)

NF T 90-312

NF T 90-309

(NF rSO e408)

C5

c3

c.7

301 B

301 E

301 C

Biodégradation intrinsèque

Essai Zahn-Wellens

Essai SCAS

DIS 9888*

DIS 9887*

Pr T 90-316

Pr T 9G314

Pr NF ISO 9887

Pr NF ISO 9888

n2B

Essai de simulation TCt47

sc5/GT 4
N 128**

303 A

Tableau I.I. : Méthodes d'évaluation de ta biodégradation aérobie en milieu

aquatique (d'après DE SAXCE, 1989) - Mise à jour L991

ISO : instance de normalisation'Qualité de I'eau - Méthodes biologiques"

AFNOR : Agence Française de Normalisation

CEE : Communauté Economique Européenne

OCDE : Organisation de Co-opération et de Développement Economique

: ; ïii::.ïïinternationare
L'AFNOR utilise conjointement une dénomination propre et une dénomination ISO,



3.2. Tests de biodégradation immédiate

De loin les plus nombreux et les plus employés, ces tests sont basés sur un

principe identique. En effet, ils permettent la détermination de la biodégradabilité

immédiate d'un composé chimique représentant la seule source de carborc du milieu

minéral en présence d'un inoculum faible (par rapport à la quantité de substance),

d'origine variable (eau d'égout, eau de surface, boue activée,...) qui n'a subit ni

adaptation. ni acclimatation.
I-es teneurs en azote et phosphate des milieux minéraux utilisés pour ces

tests sont très variabtes (de 0,45 mg/l à 86 mg/l pour I'azote et de lL,6 mg/l à242m%/l

pour le phosphate) mais sont toutefois très inférieures à celles observées dans

I'environnement.

Ces tests peuvent être regroupés en 4 classes, liées aux méthodes analytiques

utilisées :

- tests déterminant la biodégradabitité primaire de substances organiques

(ptus particulièrement des agents de surface ou détergents) ;
- tests déterminant la biodégradabilité ultime de substances organiques par

mesure de la disparition du Carbone Organique Dissous (COD) ;
- tests déterminant la biodégradabitité ultime de substances organiques par

mesure de la production de dioryde de carbone ;
- tests respirométriques déterminant ta biodégradabilité ultime de substances

organiques par mesure de la corsommation d'orygène.

3.2.L. Tests de biodégradabilité primaire

I-es trois tests représentés dans cette catégorie s'appliquent respectivement

aux trois classes de détergents couramment utilisés pour la détermination de la

biodégradabilité :

* d'agents de surface anioniques (NF T 73-26O) ;

* d'agents de surface non-ioniques (NF T 73'Z7O);

* d'agents de surface cationiques (Projet de norme T73'290).

[æ tableau I.II reprend les caractéristiques générales de ces trois tests.
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Test NF T 73-260 NF T 73-270 Pr T 73-290

Substance
testée

Agent de surface
anionique

Agent de surface
non-ionique

Agent de surface
cationique

Concentration
mg/l

20 20 5

Inoculum
(cellules/ml)

Eau d'égout
105-107

Eau d'égout
1d-107

Eau d'égout
105-1S

Durée (jours) 10 10 L0

Température 25  +  LC 25 = LC 25 +  lC

Dosage
Substance active

au bleu de
méthylène

Substance active
au bismuth

Substance active
au bleu de
disulfine

Tableau I.II : C,aractêristiques générales des tests de biodégradation

primaire des agents de surface

A I'heure actuelle, les techniques ana\rtiques employées dans ces tests

peuvent être remplacées par des techniques d'analyse spécifique (chromatographie en

phase gaz,HPI-C,...)

3.2.2.

I-es principaux tests de biodégradabilité utilisant cette méthode analytique de

détermination de ta biodégradabilité sont:

- essai AFNOR modifié (NF T 90-302" OCDE 301A) ;

- essai screening OCDE modifié (OCDE 301E) ;

- essai AFNOR (NF T 9U312);

- essai ISO 7827.

Les caractéristiques de ces tests sont reprises dans le tableau I.I[.
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Tableau I.III : C-zractêristiques générales des tests de biodégradation immédiate

utitisant une analyse du carbone organique dissous'

NS : non spécifié dans les normes

(1) de manière à apporter une concettration en carbone organique dissous

inférieure à t}Vo de celle apportée par la substance testée'

COD : Carbone Organique Dissous

Il faut noter que, suite aux résultats du test circulaire de I'OCDE pour l'étude

de ta biodégradabilité immédiate, les milieux minéraux, ainsi que quelques conditions

expérimentales, ont été homogénisés afin de diminuer les variations de résultats obtenus

par ces tests comme I'ont observé de nombreux auteurs (GERIKE et FISCHER'

1979,...).

Cette remarque s'applique aussi pour les deux catégories suivantes. [-a

composition du milieu minéral actuellement préconisé pour ces tests est reprise dans le

chapitre IV.

1-8

Test AFNOR moditré
NFT90-302

ocDE30lA

Screening OCDE

ocDE 301E

AFNOR

NF T 9G.312

$o
78n

Substances Comp. organiques

non volatils

solubles

Comp. organiques

solubles

Comp.organique

non volatils

solubles

Comp. organiques

non volatils

solubles

Concentrations 40mg/l 5a0 mgCOD/l 10-a0 mgCOD/ 1G''0 mgCOD/

pH 75 * o,l NS
'7,2 + O,l 7,2

Température 2 5 t l C n-25 C 2 2 ! 2 C 20-25C

lnoculum Eau de surface +

effluent de station

d'épuration urbaine

Terre ou effluent

ouboue aûivêe

ou mélange des3

Effluent secondai

ou boue activée

ou eau de surfao

cf

NFT 90-312

Concentration

(cellules/ml)

1d NS ld-107 (1)

Durée (ours) 8 28 ?a 28



3.z3.Mesuredelaproductiondedioxydedecarbone

[-es tests déterminant la biodégradabilité des substances chimiques par une

mesure de la production de dioryde de carbone sont :

- essai Sturm modifié (OCDE3018);

- essai AFNOR (NF T 9G'306)

I-es caractéristiques de ces tests sont reprises dans le tableau I.IV.

Tableau t.IV : Caractéristiques générales des tests de biodégradation immédiate

utilisant une ana\rse du dioryde de carbone

COD : Carbone Organique Dissous

3.2.4. Mesure de la consommation d'oxygène

Plusieurs tests utilisent comme technique de détermination de la

biodégradabilité une mesure de la consommation de I'oxygène dissous dans le milieu :

- essai en fiole fermée - simple phase (OCDE 301D) ;

Test Sturm modifié
OCDE 3O1B

AFNOR
NF T 90-306

Substances Composés organiques
non volatils

Composés organiques
nonvolatils

solubles

Concentrations . lO-20 mg/l 10-20 mgCOD/l

pH 7,2 = 0,2 7,2

Température 20-25 C 22+2C

Inoculum Boue activée cf NF T 9û'312

Concentration
(cellules/ml)

106 à 2txl06 cf NF T 90-3Lz

Durée (iours) 28 28

t-9



- essai en fiole fermée - double phase (tbid-) ;

- essai MITI I modifié (OCDE 301C) ;

- essai RDA (Repetitive Die-Away test)-

Ces différents tests utilisent soit une méthode titrimétrique de dosage de

I'orygène dissous, soit une électrode à orygène, pour évaluer la consommation

d'orygène.

[.es caractéristiques générales de ces tests sont données dans le tableau I-V.

Tableau I.V Caractéristiques générales des tests de biodégradation immédiate

utilisant une analyse de I'orygène dissous.

NS : non spécifié dans les nonnes-

DThO : Demande Théorique en Oxygène.

PS : Poids Sec de matières en suspension.

Test Essai fioles

fermées

ocDE301D

MITII

ocDE301C

Repetitive

die-away

test

Substances Co-p. organiques

(sans restrictions)

C-omp. organiques

(sans resrictions)

Comp. organiques

(sans restrictions)

Concentrations 2-L0mg/l 100 mgll 100 mgDThO/l

pH 72 * 0,2 7O * 0,1 NS

Température Y l m C ? 5 + 2 C 20-25 C

Inoculum Terre ou effluent

ou boue activée

ou mélange des 3

Mélange de boues

de 10 provenances

différentes

Boue activée

Concentration

(cellules/ml)

l dà ld 30 mgPs/l 30 mg/l

Durée (ours) 28 ?aQ4) 4 - 8 semaines
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3.3. Tests de biodégradation intrinsèque

I-es tests de biodégradation intrinsèque (ou inhérente) se font en optimisant,

par rapport aux tests de biodégradation immédiate :
- l'exposition de la substance chimique aux micro-organismes ;
- le rapport substance-biomasse ;
- les conditions d'essai (LEPAILLEUR" 1987).

Ainsi, la concentration en substance peut atteindre 200 m9/l,l'inoculum est

constitué d'une boue activé e lavêe (forte concentration bactérienne)-

I-iajout dans le test d'une autre source de carbone (facilement

biodégradable) peut être réalisé afrn d'entretenir la biomasse. r--augmentation possible

de la durée de réalisation de ces tests peut permettre I'intervention de phénomènes

d'adaptation.

Quatre essais de détermination de la biodégradabilité intrinsèque sont

couramment utilisés :

- Test SCAS (302 A) ;

- Test ZAHN-WELLENS (OCDE 3028) ;

- Test MITI II modifié (OCDE 302C);

- Test de biodégradabilité intrinsèque dans les sols (OCDE 304A).

Les deux premiers tests cités proposent une mesure de la disparition du

carbone organique dissous, alors que les deux suivants mesurent respectivement la

consommation d'orygène dissous (par une technique manométrique) et la production de

dioxyde de carbone marqué au 14C (suite à ta biodégradation de composés organiques

marqués au laC).

I-es conditions de réalisation de ces 4 tests sont données dans le tableau [.VI-
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Test SCAS mod-

OCDE3O2A

Z"A,HN.WELLENS
Mod.

OCDE 3O2B

MITI II Mod.

OCDE 3O2C

Biodégradation

dans les sols

OCDE3O4A

Substances Comp. organiques

non volatils

solubles

Comp. organiques

solubles

cf MITI I

Comp. organiques

Concentrations æ mgCOD/l fr-?ffi mg/l 30 mg/l 10-20 mgCOD/l

pH NS NS 7,0 * 0,1 NS

Température NS 22. x 3C 2 5  x . 2 C 2 . + 2 C

Inoculum Boue activée Boue lavée dMITII sol

Concentration NS NS 100 mg/l NS

Durée (iours) (1) 28 t4à28 NS

Type de mesure coD coD Orygène rdCO2

Tableau I.VI : C-aractéristiques générales des tests de biodégradation intrinsèque

(1) : æ h, renouvelé tous lesjours pendant une durée variant de 40 à 120jours.

NS : non spécifié dans les normes ou lipes directrices.

COD: Carbone Organique Dissous.

3.4. Essais de simulation

Ces essais dynamiques en continu permettent, comme l'indique leur nonl de

simuler les procédés de biodégradation que I'on peut obtenir dans une station

d'épuration. Deux tests sont principalement utilisés :

- test à unités couplées ou HUSMAN Units (OCDE 3034 NF T 73-265) ;

- test Porous Pot.

Ces 2 tests sont basés sur le même principe, mais sont effectués sur des

appareillages différents (Figure I.1.). Une boue activée lavée, placée sous aératiorq est

alimenté par un milieu nutritif contenant la source de carbone. Périodiquement, une

décantation des boues intervient suite à [a suppression de I'aération.

[: mesure de la biodégradation des substances organiques se fait par un suivi

du rapport de la quantité de carbone organique dissous (COD) sortant du système sur la

quantité de COD apportée par le milieu nutritif (entrant dans le système).
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L,es caractéristiques générales de

- substances testées

- concentration testée

- température

- inoculum

ces tests sont reprises ci-dessous :

composés organiques solubles

20 mgCOD/l

20-25 C

effluent + sol + eau de surf;ace,

ou boue activée.lavée.

IV. Matériel et méthodes

Læs protocoles décrits dans les paragraphes suivants sont ceux dérivés des

lignes directrices de I'OCDE (OCDE 3018, 301D, 301E) et adaptés pour la réalisation

du test circulaire de I'OCDE pour l'étude de la biodégradabitité immédiate (Ring Test

-ocDE, 1989).

Un certain nombre de considérations générales peuvent être appliquées aux

3 tests qui ont été réalisés :

- I'inoculum utilisé (une boue activée de station d'épuration domestique)

n'est pas adaptée préalabtement au test aux différents composés cghimiques testés ;

- le composé correspond à la seule source de carbone du test ;

- un milieu minéral standardisé est utilisé (sa composition est donnée dans le

tableau I.VIQ ;

- le milieu minéral est inoculé par 30 mg de solides en suspension par litre de

milieu (tests Sturm modifié et test screening OCDE modifié) ou 3 mg de solides en

suspension par litre de milieu (test en fioles fermées) ;

- les procédures d'incubation doivent se dérouler dans des conditions stables

(température, aération) ;

- tous les tests doivent être réalisés en parallèle avec un test sur une

substance de référence (aniline dans notre cas).
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4.1. Prélèvement de I'inoculum - Préparation

Dix litres de boue activée sont prélevés à la station d'épuration d'effluents

domestiques de REINACH (SUISSE), iuis transportée en moins d'une demi-heure au

laboratoire où ils sont remis sous aération pour une demi-heure.

Après aération, la boue activée est décantée pendant 15 minutes. A ta fin de

la période de décantatiorU la fraction surnageante (liquide transparent) est éliminée par

aspiration. I-e volume initial est restauré par adjonction d'un volume correspondant de

milieu minéral.

Les opérations d'aératiorU de décantatiorU d'étimination du surnageant et de

restauration du volume initial sont répétées 3 fois-

La boue activée "lavée" ainsi obtenue conespond à l'inoculum frais, non

acclimaté, qui sera utilisé dans les différents tests.

Préalablement à son utilisation dans les tests, cette inoculum frais est testé en

we de ta détermination de son poids de matières sèches en suspension (Cf paragraphe

s.2).

4-2. Acclimatation de I'inoculum

Pour réaliser les essais de biodégradation avec un inoculum acclimaté, la

boue activée subit un pré-conditionnement dans la milieu minéral.

[-a boue activée fraîche est conservée sous aération pendant 7 jours. I-es

pertes de tiquide par évaporation sont compensées périodiquement par un ajout d'un

volume d'eau distiltée équivalent à celui de la perte (afin de ne pas modifier la structure

ionique du milieu).

A la fin de la période d'acclimatation, une détermination du poids de

matières sèches en suspension est réalisée (Cf paragraphe 5-2).
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43. Test Sturm modifié (MST)

Ce test permet la détermination de la biodégradation totale d'une substance

carbonée par un inoculum bactérien par une mesure de la production de dioryde de

carbone. Les caractéristiques générales de ce test sont données dans le paragraphe3.2-3-

4.3.1.. Principe

I-a biodégradation totale de composés chimiques organiques par les micro-

organismes d'un inoculum maintenu sous aération constante à l'aide d'air épuré en

dioryde de carbone se traduit par la formation de dioxyde de carbone.

Ce dioryde de carbone est draîné par [e flux de gaz vers des "pièges" à

dioxyde de carbone contenant une base (hydroryde de sodium dans notre cas) où il est

fixé sous forme de carbonate de sodium (NaHCO3).

I-e carbonate de sodium est dosé périodiquement par analyse dans les pièges

du carbone inorganique dissous permettant ainsi d'établir une courbe de production de

dioryde de carbone résultant de I'oxydation totale du carbone organique. Puis par

calcuf en prenant en compte la production théorique de dioxyde de carbone, on obtient

une courbe de biodégradation de la substance testée exprimée en Pourcentage de

biodégradation par rapport à ta production théorique maximale de CO2.

4.3.2. Méthode

I-a méthode de réalisation du test Sturm Modifié est celle donnée par la

ligne directrice OCDE 3018. Toutefois, quelques déviations à cette méthode ont été

apportée par le protocole du Ring test OCDE (OECD Ring Test for ready

biodegradability testing, 19S8). Ces déviations sont reprises dans la paragraphe 5.2.
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4.4. Test Screening OCDE modifié (MOST)

Læ test screening OCDE modifié permet de déterminer la biodégradation

d,un composé organique soluble par mesure de la disparition du carbone organique

dissous du milieu. Læs caractéristiques génarales de ce test sont reprises dans le

paragraphe3-2.2.

4-4.1. PrinciPe

La substance organique soluble dans le milieu de test subit une

biodégradation par les micro-organismes apportés par finoculum. Cette biodégradation

est suivie par une mesure périodique de la disparition du carbone organique dissous

présent dans le milieu test à I'aide d'un analyseur de carbone.

Elle est exprimée en pourcentage de biodégradation rapportée à la

dégradation observée dans un test sans inoculum (ou dans lequel I'inoculum a été
'empoisonné" au chlorure mercurique l7o)-

4.4.2. Méthode

L^a méthode appliquée est décrite dans la ligne directrice OCDE 301E. Cette

méthode est toutefois adaptée aux recommandations de I'OCDE pour la réalisation du

Ring test OCDE (OECD Ring Test for ready biodegradabitity testing 1988). Ces

adaptations sont détaillées dans le paragraphe 5.2.

4.5. Test en fîoles fermées

Contrairement aux 2 tests précédents, ce test de biodégradation en fiole

fermée ne mesure la biodégradation ni par production de dioxyde de carbone, ni par

disparition du carbone organique dissous. I-a biodégradation est déterminée par une

mesure de la consommation en o:rygène dissous-

[æs caractéristiques générales de ce test sont données dans le paragraphe

32.4.
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45.1. Princioe

Dans un système hermétiquement clos contenant le milieu test (inoculum,

substance et milieu minéral) saturé en orygène, la concentration en orygène dissous est

suivie à I'aide d'une électrode à 02 aux temps 0 ;7 ; 14 ;2L et 28 jours.

I-a biodégradation est alors exprimée en pourcentage de la consommation

d'orygène par rapport à la consommation théorique calculée, tout en tenant compte de

la consommation d'orygène liée au système de test (consommation endogène).

4.5.2. Méthode

I-a méthode utilisée correspond à la ligne directrice OCDE 301D modifiée
pour les besoins du Ring Test OCDE (OECD Ring Test for ready biodegradability
testing, 1988).

4.6. Récapitulatif des conditions des tests réalisés

I-e tableau I.VII ci-après reprend les caractéristiques des 3 tests réalisés dans
le cadre du Ring Test OCDE.

4.7. Substances

Cinq substances recommandées par IOCDE ont été testées :

- Aniline (substance de référence)
- Monoéthanolamine (MEA)
- 1,6 - dihydroryhexane (DHH)
- 2,4,6 - trichlorophénol (2,4,6-T)
- Penra-éryrhritopl (PE)

(MERCK 126r)
(FLUKA 36 007)
(ALDRTCH 36 083)
(FLUKA 26 67 70)
(FLUKA 27 0r M).
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Llaniline est une des substances recommandée, au même titre que le

benzoate de sodium, par les différentes normes (AFNOR, CEE,...) ou lignes directrices

(OCDE) comme substance de réference. En effet, elle présente dans la plupart des tests

de biodégradation immédiate une biodégradabilité variânt entre 92 et 100 7o (GERIKE

et FISCHER, 1979).

[.es 4 autres substances ont été choisies pour leur comportement irrégulier

dans les différents tests de biodégradabilité (OCDE Ring Test, 1988).

Ainsi, le pentaérythritol présente une biodégradabilité variant de 0 Vo (test

MITI, test screening OCDE) à 50 Vo (test Sturm modifié). Sa biodégradabilité atteint

toutefois des valeurs proches de 97 Vo dans les tests de biodégradation inhérente

(GERIKE et FISCHER, 1979, 1981) et il est considéré comme étant uniquement

biodégradable de manière inhérente (PAINTER et KING, 1985)..

Tableau I.VII: Récapitulatif des caractéristiques de 3 tests réalisés dans le cadre
du Ring Test OCDE

: décrit dans le paragraphe 5.2. (Table 1)
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Test Test Sturm
modifié

ocDE 3018

Test Screening
OCDE modifié

OCDE 3O1E

Test en fioles
fermées

ocDE 301D

substance Comp. Organique
non volatil

Comp. Organique
soluble

Comp. Organique

Concentration
(mell)

20.0 t 0.1 2; .0 + 0.7

pH 7.0 + 0.1 7.0 t 0.1

température ( C 20+ | 20+ l

Inoculum Boue activée Boue activée

concentration
mgSS/l

30 3

milieu minéral t l

Durée 28j 28j'



V. Résultats

[,es résultats bruts obtenus pour ces 3 tests sont reportés sous forme de

courbe en annexe I.I-

Ces résultats généraux obtenus pour les 3 tests, et plus particulièrement ceux

du test en fioles fermées, sont repris dans le paragraphe suivant.

Les résultats obtenus dans les tests Sturm modifié et Screening OCDE
modifié sont analysés dans le cadre de la publication "Carbon balance in ready

biodegradability testing" (Cf paragraphe 5.2.).

5.1. Résultats généraux

I-es résultats généraux de ces 3 tests sont divisés en 4 groupes.

5. 1. 1. Biodésradation maximale

I-es Maxima de biodégradation obtenus au cours de ces 3 tests sont repris

dans le tableau I.VIII., pour chaque traitement de l'inoculum (inoculum frais ou
préconditionné), pour chacune des 5 substances testées.

I-es valeurs de biodégradation obtenues dans le test MST montrent que seul

le penta-érythritol n'atteint pas le seuil de biodégradabilité ("pass-leve[" en anglais) avec
un inoculum frais alors que le penta-érythritol etle2,4,6-trichlorophénol ne l'atteignent
pas avec un inoculum préconditionné).

Par contre, toutes les substances testées présentent une biodégradabilité
supérieure au seuil (70 Vo de biodégradation), et ce quelque soit I'inoculum utilisé (frais

ou pré-conditionné), dans le test MOST.
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Substances MST(1) MOST(2) Fioles fermées(3)

F* P. F* P* F* P*

aniline 73(2) s8(11) e6(5) e7(r) 72(0) e0(s)

MEA e2(4) 62(2r) e4(4) ee(o) 73(8) ee(2)

1,6-DHH e1(3) e8(2) e4(2) e6(o) 6s(3) 6e(3)

2,4,6-T 8o(8) s2(30)b e1(1) e3(3) 11( l )b 70(11)

PE 59ab 53ab e7(r) e7(o) 46(10)b s6(2)b

Tableau I.VIil : Valeurs de biodégradation maximales (7o) observées

dans le cadre du Ring Test OCDE

Biodégradation exPrimée en :

(L) VoThCO2

(2) qoDOC

(3) VoDThO.

Iæs valeurs entre parenthèses sont des écarts à la moyenne'

* : F: inoculum frais ; P : inoculum préconditionné

a: écart à la moYenne non observé

b : n'atteint pas les seuils

[.es valeurs de biodégradation maximales observées dans le test en fioles

fermées montrent une nette amélioration de ta biodégradabilité des substances avec un

inoculum préconditionné. Ainsi, des 2 substances (44,6-T et PE) qui n'atteignent pas le

seuil (60 7o de biodégradation) avec un inoculum frais, seul le pentaérythritol ne

I'atteind pas avec un inoculum préconditionné, tout en s'en approchant fortement (56 t

2 Vo de biodégradation).

Ce phénomène peut trouver son erplication dans le fait que I'acclimatation

permet une réduction de la consommation d'orygène endogène (consommation

d'orygène liée au métabolisme cellulaire de maintenance). Cette consommation

endogène peut interférer au niveau de la consommation exogène (dûe à la

biodégradation).
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I-es différences observées entre les trois tests peuvent trouver leur
explication dans I'utilisation de techniques anal5rtiques différentes :

- mesure de la disparition du carbone organique dissous (test screening

OCDE modifié) ;

- mesure de la production de dioxyde de carbone (test Sturm modifié) ;

- mesure de la consommation d'orygène (test en fioles fermées).

En effet comme il le sera détaillé dans le paragraphe 5.2,Ie test MST est
représentatif d'une biodégradation ultime (minéralisation), alors que le test MOST est
représentatif d'une disparition du carbone organique dissous du milieu" carbone qui
pénètre la cellule et intègre le métabolisme.

I-a figure I.2 résume le devenir d'un composé organique soluble qui est
intégré dans les processus de biodégradation, et établit les relations entre ses processus
et les tests biodégradation utilisés.

I-e test en fioles fermées représente quant à lui un indice de biodégradation
sans faire état du stade où la biodégradation s'arrète (si la valeur de biodégradation est
inférieure à Lffi%o\.

L.a valeur de biodégradation observée dans le test en fioles fermées (x Vo)
correspond soit à la biodégradation totale de x Vo de la substance testée, soit à la
consommation de xVo de la valeur théorique de consommation d'orygène pour cette
substance (les (100 - x) Vo restant correspondant à la métabolisation d'un ou plusieurs
produit(s) de biodégradation non encore métabolisé(s)).

I[ n'est waisemblablement pas possible, avec une technique mesurant la
consommation d'orygène, de situer la provenance de la consommation d'orygène dans
le processus global de biodégradation.
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5.1.2. Analyse des courbes de biodégradation

A partir des courbes de biodégradation obtenues (annexe I.I.), il est possible

de définir 2 phases particulières (figure I.3.) :

- phase de latence ;

- phase de biodégradation.

I-a phase de latence peut être assimilée à la période durant laquelle les

systèmes biochimiques de la biodégradation se mettent en place; cette phase

correspond à la période de temps où ta biodégradation est inférieure à LÙVo.

I-a phase de biodégradation correspond quant à elle à la période de temps

durant laquelle la biodégradation augmenttde l07o à la valeur du seuil (6OVo pour les

tests respirométriques et 70Vo pour les tests mesurant la disparition du carbone

organique dissous). Cette phase correspond à ta phase réelle de biodégradation durant

laquelle les phénomènes biochimiques de la biodégradation interviennent.

a) Analyse de la durée des phases de latence

I-es durées des phases de latence observées dans les différents tests, pour les

5 substances et les 2 inocula (frais, F et préconditionné, P), sont reprises dans le tableau

I.TX..

Tableau I.IX : Durées des phases de latence (iours) observées

dans le cadre du Ring Test OCDE

3 4

Substances MST MOST Fioles fermées

F P F P F P

aniline 4 4 0 0 2 1

MEA 2 3 0 0 2 I

1,6-DHH 3 4 0 0 2 3

\4,6:1 7 8 z 4 n 8

PE t9 22 11. 13 10 t7
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[-es ordres de grandeur des phases de latence observées pour les 3 tests

permettent d'établir une ébauche de la chronologie des événements qui interviennent

lors d'un processus de biodégradation.

En effet, il semblerait que la disparition du carbone organique dissous soit le

premier phénomène observable de la biodégradation. Une hypothèse peut être

formulée en considérant I'intervention de mécanismes de transport (actif ou passif)-

Ceux-ci interviendraient, préalablement aux phénomènes propres à la biodégradation'

pour faire pénétrer la substance au sein des cellules, la faisant ainsi disparaître du

milieu.

IJapparition de signaux de la consommation d'orygène, suivant la disparition

de la. substance du milieu, pourrait s'expliquer par I'interventiorL en second lierl de

phénomènes orydatifs transformant la substance initiale en produib de biodégradation-

r.-apparition plus tardive de la production de dioryde de carbone s'explique,

quant à elle, par son caractère final dans un phénomène de minéralisation.

Il faut toutefois noter que ces 3 phénomènes peuvent intervenir après des

périodes de temps qui varient de manière importante selon les substances.

Nous pouvons de plus constater que les phases de latence tendent à

augmenter avec femploi d'inoculum préconditionné. Ce phénomène peut être expliqué

par une diminution de t'activité métabolique au èours de la période d'acclimatation

(uRBArN, 1988).

b) Analyse de la durée des phases de biodégradation

[-es durées des phases de biodégradation relevées dans les différents tests,

pour les 5 substances et les 2 inocula (frais, F et préconditionné, P), sont reprises dans le

tableau I.X..

36



Substances MST(1) MOST(2) Fioles fermées(l)

F P F P F P

aniline 6 >25 3 5 2 6

MEA 4 4 3 3 13 5

1,6.DHH 3 6 4 5 20 22

2,4,6-T 5 >2L 7 5 >1 6

PE >9 >7 3 6 >18 >11

Tableau IJL : Durées des phases de biodégradation (ours) observées
dans le cadre du Ring Test OCDE

(l)seuil = 60Vo

(2)seuil = 70Vo.

Contrairement aux résultats obtenus pour les phases de latence, aucune

classification des phases de biodégradation n'est réalisable en fonction des tests utilisés.

Par contre, nous pouvons aisément remarquer que les ordres de grandeur des

phases de biodégradation sont plus longues dans le cas du test en fioles fermées excepté

toutefois pour I'aniline et le2,4,Gtrichloro-phénol. [.es différences observées entre les 2

autres tests (test Sturm modifié et test OCDE modifié) ne sont quant à elles pas

notables.

5.2. Interest of Carbon balance in ready biodegradability testing

I-a biodégradation de composés organiques hydrosolubles peut être mise en

évidence soit par la disparition de la phase aqueuse, soit, quand une biodégradation
totale intervient, par son orydation en dioryde de carbone.

Ces 2 critères de détermination de la biodégradation sont recommandés par

différentes méthodes normalisées telles que le test Sturm modifié (mesure de la

production de dioryde de carbone) et le test screening OCDE modifié (mesure de la

disparition du carbone organique dissous).

I-a disparition du carbone organique dissous représente à la fois I'oxydation
de la substance et sa métabolisatioru qui peut conduire à la production de biomasse.
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I-a production de dioryde de carbone est une mesure de la minéralisation

totale de [a substance organique (orydation totale)-

Ia détermination, dans le même test (test Sturm modifié par exemple), de la

disparition du carbone organique dissous et de la production de CO2 donne une

information complémentaire sur la biodégradation. La différence entre la quantité de

carbone éliminé (de la solution aqueuse) et la quantité de carbone transformé en CO2

peut être considérée
biomasse.

comme le carbone assimilé par les bactéries et transformé en

Cinq substances (aniline, monoéthanolamine, penta-érythritol, L,6'

dihydroryhexane et ?.4,6-tichlorophénot) ont été testés daru ces deux tests de

biodégradabilité immédiate. I-a conduite simultanée de ces 2 tests permet de

différencier le carbone totalement étiminé, le carbone transformé en dioxyde de

carbone et le carbone assimilé.
Ces tests ont été réalisés en utilisant un inoculum frais et un inoculum

préconditionné afin de déterminer cornment ces paramètres pouvaient influencer les

processus de biodégradation.

Bien que certaines substances choisies aient été rapportées dans la littérature

(GERIKE te FISCHER, 1979, 19S1) comme produisant des résultats erratiques, toutes

présentent une biodégradabitité supérieure à70 Vo lorsque l'on mesure la disparition du

carbone organique dissous, et peuvent donc être considérées comme facilement

biodégradables dans le test screening OCDE modifié (Cf table 2).

par contre, la biodégradabilité observée pour toutes les substances dans le

test Sturm modifié est inférieure à celle du test screening OCDE modifié (Cf Tabte 2)-

Dans le test Sturm modifié, les valeun de biodégradation obtenues par

mesure de ta production de dioryde de carbone sont inférieures à celles obtenues par

mesure de la disparition du carbone organique dissous (Cf Table 2).

Ces différences peuvent être expliquées par la prise en compte de la quantité

de carbone assimilé (Cf Table 3).

D'autre part, il n'y a pas de modifications de la biodégradation elçrimée en

VoDOCquand un inoculum préconditionné est utilisé (Cf Table 2) et ce quel que soit le

test.
Toutefois, la production de dioxyde de carbone est réduite,(Table 2), alors

que, dans le même temps, la quantité de carbone assimilé augmente lorsque I'on utilise

un inoculum préconditionné (Table 3), sauf pour le 1,6-dihydroryhexane.
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De plus, à cause de la forte part de carbone assimilé (usqu'à 45 Vo),

certaines substances (monoéthanolamine, pentaérythritol et 2,4,6-trichlorophénol)

n'atteignent pas le seuil ("pass-level") de 60 Vo de la quantité théorique de CO2 produite

après 28 jours dans le test Sturm modifié, alors qu'elles atteignent toutes le seuil de

70 % du carbone organique dissous dans le même temps, avec un inoculum frais ou

préconditionné (Table 2).

I-a publiætion présentée dans ftes pages suivantes a été acceptée Pour
publication dans la rewre CHEMOSPHERE.
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T h u s  t h e  b i o d e g r a d a t i o n  o f  a  h y d r o s o l u b l e  o r g a n i c  s u b s t a n c e  c a n  b e
I

b f l e c t e d  b y  i t s  d i s a p p e a r a n c e  f r o m  t h e  a q u e o u s  p h a s e  o r  w h e n  c o m p l e t e

L o d e g r a d a t i o n  o c c u r s  b y  i t s  o x i d a t i o n  t o  c a r b o n  d i o x i d e -

T h e s e  t w o  c r i t e r i a  a r e  r e c o m m e n d e d  i n  c e r t a i n  s t a n d a r d

[ o d e g r a d a t i o n  r n e t h o d s ,  i e  t h e  m e a s u r e m e n t  o f  c a r b o n  d i o x i d e  p r o d u c t i o n

l ,  t n .  M o d i f i e d  S t u r m  T e s t  ( 4 ) ,  a n d  t h e  d i s a p p e a r a n c e  o f  D i s s o l v e d

g a n i c  C a r b o n  ( D O C )  i n  t h e  M o d i f i e d  O E C D  S c r e e n i n g  T e s t  ( 5 )  '

D i s s o l v e d  o r g a n i c  c a r b o n  d i s a p p e a r a n c e  r e p r e s e n t s  b o t h  o x i d a t i o n  o f

e  s u b s t a n c e  a n d  i t s  m e t a b o l i z a t i o n  w h i c h  m a y  l e a d  t o  t h e  p r o d u c t i o n  o f

o m a s s .

C a r b o n  r l i o x i d e  p r o d u c t i o n  i s  a  n e a s u r e  o f  c o m p l e t e  m i n e r a l i z a t i o n  o f

g a n i c  s u b s t a n c e s  ( t o t a l  o x i d a t i o n  o f  t h e  s u b s t a n c e ) .

M e a s u r e m e n t  i n  t h e  s a m e  t e s t  ( i . e -  t h e  M o d i f i e d  S t u r r n  T e s t )  o f  b o t h

rbon d iox ide  evo lu t ion  and DOC e l im ina t ion  g ives  complementary

r fo rmat ion  on  b iodegradat ion .  The d i f fe rence be tween the  amount  o f

L imina ted  carbon and the  amount  o f  carbon t rans formed in to  carbon

Lox ide  can be  cons idered as  be ingr  carbon ass in i la ted  by  the  bac ter ia  as

L o m a s s .

T h i s  s t r a t e g y  w a s  a p p l i e d  t o  5  s u b s t a n c e s  i n  t h i s  s t u d y  ( a n i l i n e ,

> n o e t h a n o l a m i n e ,  2 , 4 , l - t r i c h l o r o p h e n o l .  p e n t a e r y t h r i t o l  a n d  1 , 5 -

Lhydroxyhexane ) .

Runn ing  bo th  tes ts  s imu l taneous ly  and in  the  same cond i t ions  makes a

L f  f  e ren t ia t ion  poss ib le  be tw 'een to ta l  e l i rn ina t ion  o f  carbon,  carbon

:ans formed in to  carbon d iox ide  and ass imi la ted  carbon.

These tes ts  were  conducted  us ing  f resh  and precond i t ioned ac t iva ted

-udge in  o rder  to  de termine whether  these parameters  in fLuence the

-odegradat ion  Process  -

i='

I{.ÀTERIÀLS ÀND T{ETHODS

organisms -

Fresh s ludge.

The source  o f  tes t  o rgan isms was an  ac t iva ted  s ludge taken f rom a

wage t rea tment  p lan t  wh ich  rece ived predominant ly  domest ic  sewage

e i n a c h ,  S w i t z e r l a n d ) .  À f t e r  t r a n s p o r t  t o  t h e  l a b o r a t o r y  ( l e s s  t h a n  3 0

n u t e s ) ,  t h e  s l u d g e  w a s  a e r a t e d  ( 3 0  m i n u t e s )  a n d  s e t t l e d  ( 1 5  m i n u t e s )  -

e  s u p e r n a t a n t  w a s  d i s c a r d e d  a n d  t h e  s l u d g e  w a s  w a s h e d  3  t i r n e s  ( 1 )  w i t h

n e r a l  m e d i u m  ( 6 ) ,  t h e n  r e s t o r e d  t o  i t s  i n i t i a l  v o l u m e -

Precond i t ioned s ludge.

F r e s h  a c t i v a t e d  s l u d g e  w a s  a c c l i n a t e d  t o  m i n e r a l  m e d i u m  f o r  7  d a y s

a e r a t i o n .  I t  w a s  t h e n  r e s t o r e d  t o  i t s  i n i t i a l  v o l u m e  b y  a d d i t i o n  o f

l s t i L l e d  w a t e r 4 L



t ry  we igh t  de terminat ion .

F r e s h  o r  p r e c o n d i t i o n e d  i n o c u l u m  ( l - O  m I )  w a s  f i l t e r e d  t r o u g h  a  0 . 4 5

r m  f i l t e r  ( S À R T O R I U S ) -  À f t e r  f i l t r a t i o n ,  t h e  f i l t e r s  w e r e  d r i e d  i n  a

r ic rowave oven f  o r  5  minu t .es  and then coo led  f  o r  1O minutes  in  a

l e s s i c a t o r .  T h e  d r y  w e i g h t s  o f  t h e  i n o c u l a  w e r e  d e t e r m i n e d  b y

: a l c u l a t i n g  t h e  w e i g h t  d i f f e r e n c e  o f  t h e  f i l t e r  p r i o r  t o  a n d  a f t e r

i l t r a t i o n .

f e s t  s u b s t a n c e s .

F i v e  s u b s t a n c e s  ( L  r e f e r e n c e  a n d  4  t e s t  s u b s t a n c e s )  $ r e r e  t e s t e d  a s

' e c o m m e n d e d  b y  t h e  O E C D  R i n g  T e s t  ( 5 )  :

R e f e r e n c e  s u b s t a n c e  :  a n i l i n e

T e s t  s u b s t a n c e s  :  m o n o e t h a n o l a m i n e  ( M E À ) ,  2 , 4 , 6 - t r i c h l o r o p h e n o l

2 , 4 , 6 - T )  .  p e n t a e r y t h r i t o l  ( P E ) ,  1 , 6 - d i h y d r o x y h e x a n e  ( 1 . 5 - D H H )  .

S t o c k  s o l u t i o n s  o f  a n i l i n e ,  M E À ,  P E ,  a n d  1 , 6 - D H H  w e r e  p r e p a r e d  b y

l i s s o l v i n g  t h e  s u b s t a n c e  i n  d i s t i l l e d  w a t e r -  T h e  2 , 4 , 6 - t r i c h l o r o p h e n o l

tock  so lu t ion  was prepared by  f i rs t  d isso lv ing  the  compound in  l -N  NaOH

r o  f o r m  t h e  w a t e r - s o l u b l e  p h e n o l a t e ,  a n d  t h e n  i n  d i s t i l l e d  w a t e r  ;  t h e

r H  w a s  a d j u s t e d  t o  7  w i t h  1 N  H C l  i n  t h e  t e s t  b o t t l e  b e f o r e  i n t r o d u c i n g

he inocu lum.

À 1 1  s t o c k  s o l u t i o n  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  i n  t h e  r a n g e  5  S l t  t o  7  S / t

c c o r d i n g  t h e  r e v i s e d  b i o d e g r a d a t i o n  g u i d e l i n e s  ( 5 ) .

,eady biodegradabi l i ty tesÉs.

The tes t  q ru ide l ines  used in  th is  s tudy  were  :

-  M o d i f i e d  O E C D  S c r e e n i n g  T e s t  ( 5 )

-  M o d i f i e d  S t u r m  T e s t  ( 4 ' )

These were  mod i f ied  accord ing  to  the  rev ised OECD Ready

i o d e g r a d a b i l i t y  T e s t  G u i d e l i n e s  a n d  E h e  p r o t o c o l  f o r  t h e  R i n g  T e s t  ( 6 ) .

t re  ma jor  mod i f i ca t ions  were  the  fo l low ings  :

in  the  Mod i f ied  OECD Screen ing  Tes t  :

*  the  tes t  was  per fo rmed in  b rown f lasks  ins tead o f  dark  room

o r  d i f f u s e  l i g h t -

i n  t h e  M o d i f i e d  S t u r m  T e s t  :

*  t e s t  w a s  p e r f o r m e d  i n  2  l i t r e  i n s t e a d  o f  5  l i t r e  f l a s k s ,

*  b rown f lasks  pro tec ted  the  tes t  mix tu re  f rom the  l ig rh t

i n s t e a d  o f  d a r k n e s s ,

*  sod iu rn  hydrox ide  was used to  t rap  the  carbon d iox ide

produced ins tead o f  bar ium d ihydrox ide ,

*  on ly  one carbon d iox ide  t rap  was employed ins tead o f  3

( p r e v i o u s  s t u d i e s  a n d  t h e o r e t i c a l  c a l c u l a t i o n  h a d  s h o w n

t h a t  t h e  s e c o n d  a n d  t h i r d  t r a p s  w e r e  n o t  n e c e s s a r y ) ,
*  c a r b o n  d i o x i d e  w a s  a n a l y z e d  b y  d e t e r m i n a t i o n  o f  i n o r g a n i c

c a r b o n  i n  a  c a r b o n  a n a l y 4 ê r  i n s t e a d  o f  t i t r a t i o n -



T e s t  a n d  r e f e r e n c e  s u b s t a n c e s  w e r e  t e s t e d  a t  a n  i n i t i a l

> n c e n t r a t i o n  o f  2 0 - O  +  O - 5  m g  D O C / I .

I n o c u l u m  c o n c e n t r a t i o n  w e r e  3 O  m g  s u s p e n d e d  s o t i d s / 1  i n  a I 1  t e s t s '

The compos i t ion  o f  the  minera l  med ium is  g iven  in  tab le  1 -  -

T a b l e  1  :  C o m p o s i t i o n  o f  m i n e r a l  m e d i u m

S u b s t a n c e F i n a l  c o n c e n t r a t i o n
( m s l I  )

KHz POc

Kz HPOq

litraz HPOr , 2HzO

85 .0

2L7 .5

334 -O

I,IH4 Cl 5 -0

C a C l z  ,  2 H z O 27  -5

MgSO.i ,  THzO 22 .5

F e C l s

EDTÀ

o .25

0-4

DeterminaÈion of organic and inorganic carbon.

Determinat ions  o f  DOC as  we l l  as  carbon d iox ide  t rapped by  sod ium

rdrox ide  were  car r ied .  ou t  on  an  organ ic  and inorgan ic  carbon ana lyzer

;HIMÀDZU TOC-500,  ASr -520)  -

F o r  D O C  m e a s u r e m e n t ,  s a m p l e s  w e r e  f i l t e r e d  t h r o u g h  a  O - 4 5  p m  g l a s s

- b e r  f i l t e r  b e f o r e  a n a I Y s i s .

Ca lcu ] .a t ions .

Ca lcu la t ions  o f  b iodegradat ion  were  made us ing  the  fo rmula  g iven in

r e  O E C D  G u i d e l i n e s  3 0 L 8  ( 4 )  a n d  3 0 1 8  ( 5 )  -

T h e  a s s i m i l a t e d  c a r b o n  w a s  c a l c u l a t e d  b y  t a k i n g  t h e  d i f f e r e n c e s

l tween the  resu l ts  ob ta ined in  the  Mod i f ied  OECD Screen ing  Tes t  and the

:urm Tes t  -

RESULTS ÀND DISCUSSION

esh inocu]-um.

ÀI though some o f  the  tes t  subs tances  chosen were  repor ted  to  p roduce

r a t i c  r e s u l t s  i n  b i o d e q r a d a t i o n  t e s t s  ( 2 ,  3 ) ,  a I 1  s u b s t a n c e s  r e a c h e d

e  p a s s  l e v e l  i n  t h e  M o d i f i e d  O E C D  S c r e e n i n g  T e s t  ( i - e -  >  7 0 t  D O C

m o v a l  a f t e r  2 8  d a y s ) .  I n  t , h i s  t e s t  a I I  s u b s t a n c e s  c a n  b e  c o n s i d e r e d  a s

a d i l y  b i o d e g r a d a b l e  ( T a b 1 e  2 |  -
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r b l e  2  :  B i o d e g r a d a t i o n  a m o u n t s  o b s e r v e d  f o r  f r e s h  ( F )  a n d

r e c o n d i t i o n e d  ( p )  i n o c u l a  i n  t h e  M o d i f i e d  o E c D  s c r e e n i n g  T e s t  ( M o s T )

r d  t h e  M o d i f i e d  S E u r m  T e s t  ( M S T )

a n i l  i n e
F P

MEÀ
F P

P E
F P

1 , 5 - D H H
F P

2 , 4 , 6 - T
F P

MOST
( %Doc )

96(s )

97 ( l - ' , '

9 4  ( 4 1

e9(0 )

9 7 ( ] . )

e7 (0 )

94  (21

e5 (0 )

9 L ( 1 )

9 3 ( 3 )

I.lST

SDOC
( a )

9 9

9 7

97

9 6

9 6

97

9 8

9 8

93

97

%ThCOz
73 {21

58 (11 ) *

92  (41

62  (2L l

5 9 b  *

5 3 b  *

91 (3 )

e8  Q l

8 0 ( 8 )

5 2 ( 3 0 ) *

Va lues  in  b rackets  a re  s tandard  dev ia t ions

a  :  a l l  s t a n d â r d  d e v i a t i o n s  a r e  b e l o w  0 - 5

b  :  n o  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  o b s e r v e d
*  .  s u b s t a n c e s  w h i c h  d o  n o t  r e a c h  p a s s  l e v e I s  ( i . e .  7 0 %  i n  M O S T

and 608 in  l i lST)

The b iodegradat ion  ob ta ined fo r  a l l  subs tances  in  the  Mod i f ied  Sturm

=st  were  lower  than those observed in  Mod i f ied  OECD Screen ing  Tes t .

In  the  Mod i f ied  Sturm Tes t  the  va lues  o f  b iodegradat ion  ob ta ined

[om carbon d iox ide  measurements  were  lower  than those ob ta ined f rom DOC

s a s u r e m e n t s .  T h i s  w a s  o b s e r v e d  w i t h  a l l  s u b s t a n c e s  ( T a b l e  2 )  .  o n e

r b s t a n c e ,  p e n t a e r y t h r i t o l .  f a i l e d  t o  r e a c h  t h e  p a s s  l e v e l  ( T a b 1 e  2 l  -

These d i f fe rences  can be  exp la ined by  tak ing  in to  account  the

; s i m i l a t e d  c a r b o n  ( T a b l e  3 )  -

t b l e  3  :  À s s i r n i l a t e d  c a r b o n  ( t )  c a l c u l - a t e d  f o r  f r e s h  ( F )  a n d

p r e c o n d i t i o n e d  ( P )  i n o c u l a

a n i l i n e
F P

MEÀ
F P

P E
F P

1 . 5 - D H H
F P

2  , 4  , 6 -T
F P

À s s i n i l a t e d
carbon

( 8 )

26

39

5

34

37

4 4

7

0

13

45

À s s i m i l a t e d  c a r b o n  ( t )  =  * D O C  t T h C O 2  i n  M S T .
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recond i t ioned inocu la  -

T h e r e  w a s  n o  c h a n g e  i n  b i o d e g r a d a t i o n  e x p r e s s e d  i n  t D O C  e i t h e r  i n

h e  M o d i f i e d  O E C D  S c r e e n i n g  T e s t  o r  i n  t h e  M o d i f i e d  S t u r m  T e s t  w h e n

r e c o n d i t i o n e d  i n o c u l a  û t e r e  u s e d  ( T a b 1 e  2 l  -

H o w e v e r  t h e  c a r b o n  d i o x i d e  p r o d u c t i o n  w a s  r e d u c e d  f o r  a l l  s u b s t a n c e s

x c e p t  L , 6 - D H H  :  t h e  u s e  o f  p r e c o n d i t i o n e d  i n o c u l a  i n c r e a s e d  t h e  a m o u n t

f  a s s i n i l a t e d  c a r b o n  f o r  a l I  t h e  s u b s t a n c e s  e x c e p t  1 - , 5 - d i h y d r o x y h e x a n e

T a b l e  3 ) .

D u e  t o  t h e  i m p o r t a n t  a s s i m i l a t i o n  o f  c a r b o n  w h i c h  c a n  o c c u r ,  s o m e

u b s t a n c e s  m a y  n o t  r e a c h  t h e  p a s s  l e v e I  o f  6 0  t  o f  T h C O z  a f t e r  2 8  d a y s

n  t h e  M o d i f i e d  S t u r m  T e s t  ( T a b l e  2 l  ;  w h i l e  t h e  s a m e  s u b s t a n c e s  r e a c h

h e  p a s s  l e v e l  o f  7 0 %  D O C  ( a f t e r  2 8  d a y s )  w i t h  f r e s h  o r  p r e c o n d i t i o n e d

n o c u l a  ( T a b l e  2 1 .

À n  e x p l a n a t i o n  o f  t h e s e  v a r i a t i o n s  c a n  t h u s  b e  p r o p o s e d .

Dur inqr  the  7  days  o f  p recond i t ion ing  in  the  minera l  med ium under

e r a t i o n .  b a c t e r i a  d i d  n o t  r e c e i v e  a n y  " c a r b o n  f o o d " .  F o r  s u r v i v a l

a c t e r i a  h a d  t o  c o n s u m e  t h e i r  r e s e r v e s  o r  c e l - 1 u l - a r  c o n s t i t u e n t s .  À s  a

onsequence the  dry  we igh t  o f  suspended so l ids  (SS)  in  the  s ludge

e c r e a s e d  f r o m  7  g S S / 1  t o  4  g S S / 1 .  I t  c a n  b e  a s s u r n e d  t h a t  p r e c o n d i t i o n e d

a c t e r i a ,  i n  o r d e r  L o  r e c o n s t i t u t e  t h e i r  r e s e r v e s  o r  c e l l u l a r

ons t i tuents ,  had a  tendency  to  ass imi la te  more  carbon than f resh ly

o l l e c t e d  b a c t e r i a .

coNcLUsroNs

The measurement  o f  carbon as  COz evo lu t ion  and

h e  M o d i f i e d  S t u r m  T e s t  e n a b l e s  t h e  d i f f e r e n t i a t i o n

f  3  d i f fe ren t  fo rms o f  carbon e l im ina t ion  :

*  to ta l  o f  e l im ina ted  carbon (de tern ined by  DOc

*  c a r b o n  c o m p l e t e l y  m i n e r a l i z e d  ( d e t e r m i n e d  b y

*  a s s i m i l a t e d  c a r b o n  ( c a l c u l - a t e d )  -

S u b s t a n c e s ( a n i I i n e . monoethano lamine , 2  , 4  , 6 - t r i c h l o r o p h e n o l  ,

e n t a e r y t h r i t o l  a n d  1 , 5 - d i h y d r o x y h e x a n e )  a r e  r e a d i l y  b i o d e g r a d a b l e  i n

h e  M o d i f i e d  O E C D  S c r e e n i n g  T e s t  w i t h  f r e s h  a n d  p r e c o n d i t i o n e d  i n o c u l u m -

f  n  the  I ' l od i f  ied  Sturm tes t  when measur ing  COz produc t ion ,

e n t a e r y t h r i t o l  d o e s  n o t  r e a c h  t h e  p a s s  l e v e l  f o r  f r e s h  i n o c u l u m .

T h e  d i f f e r e n c e s  i n  b i o d e g r a d a t i o n  r e s u l t s  o b s e r v e d  b e t w e e n  c a r b o n

iox ide  produc t ion  and DOC remova l  may be  exp la ined by  ass imi la ted

arbon -

.  
DOc e l im ina t ion  in

a n d  t h e  c a l c u l a t i o n

e l i m i n a t i o n ) ,

C O z  p r o d u c t i o n ) ,
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F u r t h e r m o r e  t h e  u s e  o f p recond i t ioned inocu la  may increase the

and consequent ly  decrease the  amount  o f

e l i m i n a t e d  c a r b o n  d i d  n o t  v a r y  w h e n  u s i n g
) u n t  o f  a s s i m i l a t e d  c a r b o n

rera l  i rzed  carbon ;  the  to ta l

r c o n d i t i o n e d  i n o c u l u m '

D u e  t o  t h e  i m p o r t a n t  p a r t  p l a y e d  b y  a s s i m i l a t e d  c a r b o n ,  c e r t a i n

r s t a n c e s  m a y  n o t  r e a c h  t h e  p a s s  l e v e l  o f  5 0 8  o f  T h c o z  w i t h i n  2 8  d a y s

t h e  M o d i f i e d  S t u r m  T e s t  e i t h e r  w i t h  f r e s h  i n o c u l u m  ( p e n t a e r y t h r i t o l )

w i t h  p r e c o n d i t i o n e d  i n o c u l u m  ( a n i l i n e ,  2 , 4 , 6 - t r i c h l o r o p h e n o l '  a n d

n t a e r y t h r i t o l ) .  T h i s  p h e n o m e n o n  c a n  b e  o b s e r v e d  w i t h  f r e s h  i n o c u l u m

entaery th r i to l )  bu t  occured most ly  w i th  p recond i t ioned inocu lum'

rbon d iox ide  produc t ion  can be  cons idered as  a  more  s t r ingent

i t e r i u m  t h a n  d i s s o l v e d  o r g a n i c  c a r b o n  r e m o v a l '  T h u s  i t  w i I I  b e

por tan t  to  recons ider  the  va l -ue  o f  pass  leve l  fo r  resp i romet r ic  tes ts

spec ia l l y  the  Mod i f ied  s tu rm Tes t )  in  o rder  to  reduce er ro rs  in  the

t e r p r e t a t i o n o f r e s u l t s o r c l a s s i f i c a t i o n o f s u b s t a n c e s .
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VI. Conclusion

[-es résultats obtenus lors de notre étude permettent d'établir quelques

commentaires dont I'intérêt n'est pas négligeable du point de we de la compréhension

des diversités de résultats observés entre les tests de biodégradabilité immédiate, et

même entre les résultats obtenus dans un même test mais réalisés dans des endroits

différents.

Ainsi, il est possibte d'expliquer les différences observées pour une même

substance testée, dans des conditions identiques (origine et traitement de I'inoculunL

température de I'essai, conditions de réalisation de I'essai, opérateur,-.-) dans 2 tests

différents (test screening OCDE modifié et test Sturm modifié).

En effet, la différence entre les biodégradations obtenues dans ces 2 tests

peut être expliquée par I'intervention d'une catégorie de carbone non encore prise en

compte par les tests traditionnels de biodégradation immédiate : le carbone assimilé.

En obsewant les quantités (%o) de carbone appartenant aux 3 classes

(carbone minéralisé, carbone étiminé et carbone assimilé), nous pouvons remarquer'

suite à une acclimatatiorl des comportements différents selon le "carbone".

En effet, nous pouvons observer une augmentation de la quantité de carbone

assimilé et par conséquent une diminution du carbone minéralisé, alors que, dans le

même temps, la quantité de carbone étiminé ne varie pas'

r--analyse des courbes de biodégradation des différentes substances permet

de remarquer qu'il existe une augmentation légère de la phase de latence après une

acclimatation- Cette augmentation, bien que non-significative, montre que les processus

d,acclimatation tendent à ralentir I'activité des micro-organismes quant à la

biodégradation.

Une observation plus précise du comportement des différentes substances

dans les tests de biodégradation sus-cités, et ptus précisément des phases de latence,

nous permet d'établir une chronologie des phénomènes de biodégradation
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Ainsi, un processus de biodégradation peut être décomposé en 3 phases

succgssives distinctes décelables par les 3 tests de biodégradation utilisés dans notre

étude:

- une phase de transfert du composé organique du milieu nutritif vers

l'intérieur des cellules mise en évidence par la disparition du carbone

organique du milieu, dans le test screening OCDE modifié dont la phase de

latence est la Plus courte ;

- une phase de dégradation par des phénomènes oxydatifs mise en évidence

par la consommation de I'oxygène dissous dans [e milieu, dans le test en

fioles fermées dont la phase de latence présente une valeur intermédiaire

entre celles du test screening OCDE modifié et du test Sturm modifié ;

- une phase de minéralisation totale mise en évidence par la production de

dioxyde de carbone dans le test Sturm modifié dont la phase de latence est la

plus longue.

Ces 3 phases, bien que distinctes d'un point de vue mise en jeu de processus

enzymatiques, n'en sont pas moins imbriquées les unes dans les autres et liées entre

elles.
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I. Introduction

[-es techniques de détermination cle la biodégradation ultime des substances

organiques actuellement pratiquées (OCDE, CEE, ...) ne permettent que peu de situer

la biodégradation par rapport aux autres phénomènes qui régulent la persistance des

composés chimiques dans I'environnement dans la mesure où elles génèrent des

données en terme de pourcentage d'élimination.

Bien que cette démarche soit utile pour l'évaluation d'un nouveau composé

chimique, ces données sont d'un intérêt limité pour prédire le taux de biodégradabilité

dans les milieux environnementaux. It y a donc un besoin urgent de méthodes qui

permettent la détermination de cinétiques d'élimination des xénobiotiques.

I-es expressions des taux de biodégradation sont des composantes

importantes des modèles mathématiques utilisés pour prédire la distribution et les

concentrations environnementales des composés organiques. Celles-ci peuvent de plus

permettre de classer ta biodégradation parmi d'autres phénomènes naturels tels que la

dégradation abiotique, la photolyse, t'hydrolyse, I'adsorptiorç...pour lesquelles des

cinétiques sont aisément réalisables.

Un grand nombre d'expressions cinétiques utilisés pour décrire la

biodégradation contiennent un terme représentant une unité de biomasse, telle que le

nombre de bactéries capables de métaboliser le composé chimique considéré

(BATTERSBY, 1990).

Comme Ie nombre de ces bactéries compétentes ne représente qu'trne faible

part de la biomasse totale, et comme la biodégradation peut intervenir sans qu'il y ait

une croissance cellulairE les techniques conventionnelles de numération bactérienne

(détermination du nombre de colonies se développant sur milieu gélosé, détermination

du poids de matières sèches, détermination de la concentration d'ATP,...) ne peuvent

pas donner d'indications précises sur le nombre de bactéries actives (réellement

impliquées dans le phénomène de biodégradation)-

Ainsi, il faut envisager, pour déterminer la biomasse active, et par

conséquent obtenir des expressions cinétiques de qualité, l'utilisation de techniques plus

spécifiques. Ia technique du nombre le plus probable au carbone 14, développée en

1979 par l-ehmicke et ses collaborateurs, permet la détermination et de la biomasse

active (réellement impliquée dans la biodégradation) €t de la biomasse totale.

Parmi les techniques de détermination de la biomasse bactérienne contenue

dans des inocula mixtes, notre attention Cest portée sur 5 techniques-
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[æs deux premières permettent respectivement la détermination du nombre

de bactéries hétérotrophes et oligotrophes par une technique de croissance sur gélose

nutritive. Ces numérations bactériennes nous serviront par la suite de référence.

I-es deux techniques suivantes permettent de déterminer respectivement le

nombre de bactéries nitrifiantes (orydant I'ammonium et oxydant les nitrites). Ces

techniques ont été appliquées afin de caractériser plus précisément les inocula, d'autant

plus que les phénomènes de nitrification sont problématiques en Angleterre (d'où sont

issus les inocula) et dans les tests de biodégradation mesurant la consommation

d'oxygène. En effet, les phénomènes de nitrification "pompent" I'orygène au détriment

de la biodégradation" induisant une surestimation de cette dernière'

La dernière technique utilisée est la technique du nombre le plus probable

au carbone 14 (LEHMICKE et coll., L979).

Cette technique a étê modifiée afin d'être encore plus représentative des

milieux environnementaux.

Une analyse bibliographique décrira plus particulièrement cette dernière

technique et développera les modifications qui y ont été apportées airni que leurs

raisons.

Les chapitres suivant développent ainsi successivement:

- la technique de LEHMICKE et les modifications qui y sont apportées ;

- les matériels et méthodes mis en oeuwe pour la réalisation de la

numération bactérienne selon ces 5 techniques;

- les résultats obtenus pour la numération des bactéries d'inocula originaires

d'une chaîne de traitement des eaux usées (eau d'égout, boue activée,

effluent secondaire et eau de rivière) adapté (uniquement pour la boue

activée) ou non.
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II. Analyse bibliographique
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Cette technique a êtêdéveloppée 
par ces auteurs pour l'érude des

populations bactériennes des eaux naturelles'
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sont incubées dans un
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de caruone marquée au carbone 14 (14c)'
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2.1.2. Caractéristiques générales (d'après LEHMICKE et coll.. 1.979)

a) Milieu de croissance

Le milieu de croissance pour la détermination du nombre le plus probable

est une eau stérilisée par autoclavage issue du site de prélèvement. Cette eau est

supplémentée par 5 à25 g d'un composé marqué au 14C par litre.

':': v 
b) Substances

Toutes les substances marquées sont commandées avec une activité
spécifique telles que, pour les concentrations testées, la radioactivité soit d'au moins
2000 dpm/replicat.

LEHMICKE et ses collaborateurs ont utilisé des substances @mmerciales
dont la pureté était supérieure à99 Vo.

c) Réalisation du test

I-es cinq replicats de chacune des dilutions au dixième utilisées par

LEHMICKE et ses collaborateurs sont placés dans des fioles à scintillation liquide
contenant 1ml de soude normale puis incubés à température ambiante (20 à24 C) et à
I'obscurité pendant 6 semaines.

A la fin de I'incubation, les fioles sont préparées en vue de leur comptage.

d) Numération

I-es réplicats présentant une radioactivité supérieure à lVo de la radioactivité
introduite (après soustraction des valeurs de radioactivité des contrôles) sont affectées
d'un score positif.

Le nombre le plus probable est alors calculé selon la méthode de RODINA
(LEHMICKE et coll., 1979).
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2.2. Modifications apportées à la technique de LEHMICKE et coll. (1979)

Afin de rendre la technique du nombre le plus probable au laC plus adaptée

aux conditions environnementales,3 points principaux ont été modifiés :

- composition du milieu (initialement laC-glucose) pour la détermination des

bactéries totales ;

- durée de l'incubation;

- température de l'incubation.

Ces 3 points sont discutés dans les paragraphes suivants.

2.2.1. Milieu pour la détermination des bactéries totales

I,a. technique développée par LEHMICKE et collaborateurs (1979)

préconise I'utilisation d'une source de carbone ubiquiste : le glucose.

Toutefois, il nous a semblé plus opportun d'utiliser un mélange de composés

carbonés proposant aux bactéries un "choix" plus important de sources de carbone et de

substances nutritives, afin de mieux satisfaire leurs besoins.

Ainsi, notre choix de source carbonée pour la numération des bactéries

totales s'est porté sur un mélange de composés marqués au 1€ reproduisant la

composition moyenne d'une eau d'égout et d'une boue activée anglaise, basée sur des

données de PAINTER (1971).

I-a composition de I'eau d'égout synthétique que nous avons utilisée est

reprise dans le tableau II.I. Elle nous a êté dictê,e d'une part par la disponibilité sous

forme de composés marqués des différentes substances, d'autre part par un souci de

représentativité ma:rimum des milieux étudiés (eau d'égout et boue activée).
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Groupe Constituants Concentration (mg/l)

EN SOLUTION

Sucres

Acides volatils

Acides non volatils

Acides aminés

D-glucose
sucrose
D-xylose

acide aétique
acide propionique

v.
acide Llactique
acide acétique

hydrolysat de protéines

urée

créatinine

70
35
30
5

b
2L
5

t7
17

lE
18

18

6

EN SUSPENSION

Acides gras

Sucres

Protéines

acide palmitique

hydrolysat de protéines

@
1.40

v
.34

42
42

Tableau II.t. : Composition d'une eau d'égout synthétique (d'après PAINTE& 1971)

Læs détaits de composition des milieux marqués utilisés pour les tests sont

développés dans le paragraphe 4.3.
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2.2.2. Te mpérature d' incubation

LEHMICKE et ses collaborateurs incubent leurs essais à une température de

Z0 àZ4C (température ambiante). Toutefois, il nous a semblé plus opportun de réaliser

des essais à la température du prélèvement, afin de mieux pouvoir extrapoler les

résultats à l'environnement.

De plus, nombre d'auteurs ont adopté un principe identique (Tableau II'IL)'

2.2.3 Durée de I'incubation

Un grand nombre de durées d'incubation différentes ont pu être relevées

dans la littérature concernant les tests de biodégradation ou les numérations utilisant

des composés marqués au 1aC (Tabteau II.II-).

Tableau II.II. : C-aractéristiques d'incubation de différents travaux utilisant des

composés marqués.
* travaux relatant des numérations bactériennes Paf la technique du nombre le

plus probabl" a,t 14C

** correspond à la température du prélèvement

Auteurs (année) Durée Température

AELION et coll. ( 1987) . 22 -26 jours L7 C**

BOETHLING et coll. (1979) < l0jours 29C

LEHMICKE et coll. (1979) . 6 semaines 2U24 C

sEKr (Le76) 24h - 48h in situ temp.

SOMMERVILLE et coll. (1985) - 2 semaines 20 -24C

SPAIN et coll. (1980) 48h - 5 jours 25C

SWINDOLL et coll. (1988) * 2 semaines l7  c**

WYNDHAM et COSTERTON (1981)* 6-3semaines in situ temp.
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Notre choix c'est porté sur une durée de 3 semaines d'incubation. En effet,

cette valeur correspond à une valeur moyenne des travaux cités (Tableau II.II.) et est
une valeur qui semble correspondre aux durées de biodégradation des différentes

substances que nous allons tester (Cf paragraphe 3.4.3.).

Ainsi, pour les expériences citées précédemment (Tableau II.il.), les inocula

sont issus de milieux naturels dont les concentrations bactériennes sont reconnues

cornme étant faibles, ou tout du moins plus faible que les inocula que nous testons (eau

d'égouÇ boue activée, effluent et, à un niveau moindre eau de rivière) :

- eau de rivière (LEHMICKE et coll., 1979; TilYNDHAM et COSTERTON

1981) où les numérations montrent une quantité de bactéries totales toujours inférieure

à2,4 X 10a bactéries/ml ;

- eau de lac (LEHMICKE et coll., 1979) avec des nombres de bactéries

inférieurs à 1,1x 105.

De plus, SOMMERVILLE et coll. (1985) réussissent à déterminer un

nombre le plus probable de après 2 semaines d'incubation d'inocula issus de rivière et

de détroit.

En se basant sur une valeur moyenne des radioactivités dans les contrôles
(90120 dpm/ml), et sur le fait que nous introduisons 2@0 dpm/ml dans chaque fiole, il

nous faudrait une biodégradabilité des différents composés testés de moins de 7 Vo
pendant la durée d'incubation pour ne pas avoir de signal de biodégradabilité, et donc

pas de numération. Or, les différents composés testés offrent tous des biodégradabilités
plus importantes queT Vo:

- une mélange de composés marqués offre une biodégradabilité de I'ordre de

90 Vo en 3 semaines ;

- le para-nitrophénol montre une biodégradabilité de L0 Vo en L0 jours

(SPAIN et coll., 1980) ;

-keZ,4-dichlorophénol montre une biodégradabilité de l'ordre de 70 Vo en 14
jours en eau de rivière (BOETHLTNG et ALEXANDER, 1979).

A partir de ces donnéeg nous avons fuê,ladurée d'incubation à 3 semaines-
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I I I- Matériels ct méthodes

3-1. Préparation des inocula

3.1.1. Prélèvement

Quatre inocula distincts ont été prélevés sur une chaîne de traitement des

eaux usées traitant majoritairement des effluents d'origine domestique, à la station

d'épuration de WARGRAVE (UK). [,a localisation des points de prélèvement des 4

inocula sont représentés sur la figure II.1-

Figure II.1. : Schématisation des points de prélèvement des inocula

A : eau d'égout décantée

B : boue activée

C : effluent secondaire

D: eau de rivièrc

L'inocutum D est prélcvé dans la Tamisc en aval dc la station d'épuration à environ I km

dc cclle-ci-

6 1

Station d'éPuration

WARGRAVE STVT.

B

T
A

M
I
I

q

L



I-es inocula prélevés sont acheminés au laboratoire où ils sont maintenus

sous aération pendant 30 minutes jusqu'à leur utilisation dans les différents tests de

numération.

3.l.z.Cas de la boue activée

a) Homogénéisation

De par leur grandehêtérogênéité du point de we structural (boues libres en

suspension, agrêgats bactériens, flocs, bactéries fixées sur des particules,...), il est

nécessaire de traiter les boues activées afin d'accroître leur homogénêitê (KING et

FORSTE& 1990). [-e traitement utilisé, et décrit cidessous, est celui préconisé par

PIKE et collaborateurs (L972):

ultrasonication durant une minute d'une ditution au dixième de la boue

activée dans une solution de pyrophosphate stérilisée par autoclavage.

I-a solution de pyrophosphate est préparée en diluant 5 mg de triphosphate

de sodium (SIGMA) dans 1 litre d'eau distillée.

Remarque : les dilutions de la boue activée (pour les numérations) sont effectuées à

partir de I'homogènat.

b) Détermination du poids sec des matières en suspension

Préalablement à tout traitement (Homogénéisation, acclimatation ou

adaptation) la boue activée subit une détermination du poids sec des matières en

suspension selon le protocole suivant :

1) sécher un filtre de O45 (WHATMAN diamètre 7,0 cm GF/C) pendant 2

minutes dans un four à micro-ondes avant de le peser (P1) ;

2) fittrer 25 mt de boue activée sur ce filtre et rincer à I'aide de 5 ml d'eau

distillée;

3) sécher 6 minutes au four à micro-ondes, puis refroidir pendant 5 minutes

au dessiccateur;

4) déterminer le poids du filtre (P2).
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[.e calcul du poids sec des matières en suspension (PS) s'effectue selon la

formule :

PS :  (P2-P1) Xa0gSS/l

3.1.3. Procédure d'acclimatation de la boue activée

Læ protocole d'acclimatation de la boue activée au milieu minéral est

conforme à celui développé par I'OCDE pour ta réalisation du Ring Test 1988 (OCDE

Ring Tesr, l9S8) pour [a détermination de la biodégradabilité immédiate (Cf

paragraphe 4.4.).

I-a boue activée acclimatée est utilisée de la même manière qu'une boue

activée fraîche non traitée (détermination du poids sec, Homogénéisation, numération).

3.L.4. Procédure d'adaptation de la boue activée au para-nitrophénol

1,e, protocole d'adaptation de la boue activée au paramidophénol est

développé par la suite (Cf paragraphe 4.4-)

I-a boue activée adaptée est utitisée de la même manière qu'une boue

activée fraîche non traitée (détermination du poids sec, Homogénéisation, numération).

3.2. Numération sur géloses nutritives

Des dilutions au dixième des différents inocula sont effectuées dans un

milieu stérite (stérilisé par autoclavage) contenant O,l Vo (poids/vol.) de peptone dans

une solution à 0,85 Vo de chlorure de sodium (Tableau II.m.)
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Substance Quantité (g)

NaCl 21,25

Peptone 2,5

Eau distillée qsp |51

Tableau IIJII. : Composition du milieu de dilution de inocula

I-a mise en culture des différentes dilutions des inocula est effectuée sur une

gélose nutritive:

- caséîne-Peptone-Amidon (cPA) pour la détermination des bactéries

hétérotrophes (COLLINS, 1984) ;

- caséïne-Peptone-Amidon tvo (cPA lvo) pour la détermination des

bactéries oligotroPhes-

I-e tableau II.IV reprend la composition de ces 2 milieux'

Tableau IIJV. : Composition des géloses nutritives CPA etCPAl/o

po,rr1" détermination des bactéries hétérotrophes et oligotrophes'

*: solution OLLVo(P/V) de FeCl3,6tI2O

** : solution O,NLVo (P/V) de FeCl3,6H2O

Mitieu CP\'L% (me)
Substance Mitieu CPA (g)

KH2P04 0,5 5

1,25
MgSOa, TII1O 0,125

11,25
Amidon t,l?5

L2,5
Caséine 1,25

Peptone 1,25 12,5

25 1
Glycérol 2,5 ml

1 goutte **
FeCl3, 6H2O 10 gouttes *

25 x L03
Agar N 1 25

Eau distillée qsp 2J I qsp 2,5 I
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Læs milieux sont autoclavés avant de remplir les boîtes de Pétri stériles.

Deux replicats de O1 ml de chaque dilution (de 10-r à 10€ pour tous les

inocula et de 10-2 à 1g-9 pnur la boue activée) sont inoculés dans les boîtes puis incubés

10 jours à 10 C à I'obscurité.

En fin d'incubation, les unités formant colonies (UFC) sont comptées sur les

boîtes afin d'obtenir une numération.

Compte tenu de la croissance plus lente des bactéries oligotrophes, les boîtes

ayantservi à la numération des bactéries oligotrophes (CPA LVo) sont ré-incubées pour

une durée totale de 1 mois, après quoi une nouvelle numération est effectuée-

33. Détermination des bactéries nitrifiantes

I-es numérations des 2 tJpes de bactéries nitrifiantes (oxydant I'ammonium

NH+* et o)rydant les nitrites NO2-) sont effectuées par une technique basée sur la

technique du nombre te plus probable et développée par ROWE et col[. (L977).

Cette technique utilise des micro-plaques de 8 X 12 puits'

Chaque puits contient 0,1 ml du mitieu spécifique à la numération des 2

espèces de bactéries nitrifiantes (3.3.1. et33.2-)-

I-es puits de la première rangée reçoivent 0,1 ml de I'inoculum (non dilué)-

Des dilutions au lf2 sont réalisées de proche en proche sur 2 ou 3 plaques ; les 2

dernières rangées de la dernière plaque ne sont pas inoculées et servent de contrôle

négatif à la numération-

Remarque: I'ensemencement de 3 plaques et donc de 34 puits permet de numérer

jusqu'à 5,02X 1011bactéries/mt (2,921XZv X 1/0,1).

[-es micro-plaques sont incubées 35 jours à 20 C à l'obscurité. En fin

d'incubation, la présence de bactéries nitrifiantes est révêLêe par une coloration

spécifîque au réactif de Gries-Iloway (BDH, UK), permettant de déterminer les scores :

+ présence de bactéries

- absence de bactéries.
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[-es milieux de culture utilisés sont spécifiques du type de bactéries à mettre
en évidence.

3.3.1. Milieu de SORIANO et WALKER
Détermination des bactéries oxydant I'ammonium

I-e milieu de SORIANO et WALKER (SORIANO et WALKER, 1.968)
permet la numération et l'isolement des bactéries orydant I'ammoniurn Sa composition
est reprise dans le tableau II.V

Après stérilisation par autoclavage (l2l C, 15 min) et ajustement pH à 7,5-
8,0 de manière aseptique à l'aide d'une solution stérile de carbonate de sodium 5Vo,le
milieu peut être utilisé pour les numérations.

3.3.2. Milieu de SCHMIDT et BEISER
Détermination des bactéries oxydant les nitrites

I-e tableau II.VI. donne la composition du milieu de SCHMIDT et BEI-SER
(SCHMIDT et BEI-SER, 1982) permettant la numération et I'isolement des bactéries
orydant les nitrites.

Composé Quantité (g)

(NH4)2504 0,5

KHzP04 0,2

C-aCl2,z}IzO 0,04

MgSOa, 7H2O 0,04

Séquestrène 138 Fe 0,5

Eau distillée qsp 1l

Tableau II.V. : Composition du milieu de SORIANO et WALKER
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Substance Concentration
finale du milieu

(-ell)

Volume de solution
mère (ml) à ajouter
à 1l d'eau distillée

Concentrations
des solutions

mères (g/100m1)

KNO2

CaCI2"2I{2O

MgSO4, THZO

K2HP04

KH2P04

Fe chélaté

8,5

13,4

4r0

34,8

27,5

2,5

1

1*

5*

4

I

1

0,85

1,34

4,00

3,48

2,75

0,25

Eléments traces 1

NaMoO4,2H2O

MnCl2, aII2O

CoCl2,6I{20

ZnSO4,7ÉlZO

CuSO4,5H20

0,1

0,3

0,002

0,1

0,4

0,01

0,03

0,0002

0,01

0,002

Tableau II.VI. : Composition du milieu de SCHMIDT et BEISER
* : les solutions de chlorure de calcium et de sulfate de magnésium sont stérilisées

sur membrane 0,2 m puis ajoutées à une solution autoclavée contenant tous les

autres éléments.
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3.3.3. Révélation de la présence des bactéries nitrifiantes

Iæ réactif utilisé pour la révélation de la présence des bactéries nitrifiantes

est le réactif de Gries-Ilosvay (BDH, UK).

Dix microlitres de chacun des 2 composants du réactif sont introduits dans

chaque puits. En présence de nitrites, le réactif forme un composé de couleur rose.

a) Détermination des bactéries oxydant I'ammonium

Remarque: le milieu de SOR.IANO et WALKER ne contient pas de nitrites.

Durant I'orydation par les bactéries de I'ammonium contenu dans le milieu,

des ions nitrites Nq) et nitrates (NOi) sont formés successivement.

l-lobtention d'une coloration rose, indiquant la présence de nitrites, et donc

forydation des ions ammonium présents dans le milieu, montre la présence de bactéries

oxydant les ions ammonium:

VRAI POSHFS (score +)

Toutefois, la non-obtention de la coloration rose peut résulter de 2

Phénomènes:

i) oxydation de la totalité des ammoniums et des nitrites avec formation de

nitrates indétectables par le réactif de Gries-Ilosvay.
Dans ce cas, ta visualisation de I'action des bactéries oxydant les ions

ammonium en nitrites se fait en réduisant les nitrates par de la poudre de zinc:

FAUX NEGATIFS (score +)

ii) pas d'orydation des ammoniums et donc pas d'apparition de coloration

rose même si I'on réduit le milieu par du zinc:.

VRAIS NEGATIF (score -)
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b) Détermination des bactéries orydant les nitrites

Remarque : le milieu de SCHMIDT et BEISER ne conJient pas d'ammonium.

L-obtention d'une coloration rose par le réactif de Gries-Ilosvay montre la

présence des nitrites (apportés par le milieu de SCHMIDT et BEI,SER) qui n'ont pas

été orydés, montrant ainsi I'absence de bactéries orydants les nitrites :

NEGATIFS (score -)

Par contre, une absence de coloration montre une disparition des nitrites et

rend donc compte d'une présence de bactéries orydants les nitrites:

POSHFS (scone +)

3.3.4. Numération

I-a numération des bactéries orydant soit l'ammonium soit les nitrites se fait

par ta technique du nombre le plus probable (dilutions au demi 8 replicats)

conformément à la technique développée par ROWE et ses collaborateurs (1977), à

partir des scores (+ ou -) obtenus précédemment pour les différentes dilutions.

3.4. Numération par la technioue du no

au carbone 14

I-a technique du nombre le plus probable au 1aC décrite ci-dessous, est

dérivée de la technique développée en 1979 par LEHMICKE et collaborateurs. [æs

modifications qui y ont été apportées sont développées dans le paragraphe2.2.

[-e protocole développé pour cette étude est détaillé dans les paragraphes

suivants.

3.4.1. Préoaration

I-a" prêparation du milieu de dilution s'effectue par filtration sur membrane

0,2 mdans des enceintes stériles de 300 ml (NAI-GENE) des différents inocula

69



Dans le cas de la boue activée, une pré-filtration est effectuée sur une

membrane O45 m préalablement à la filtration stérilisante.

3.4.2. Réalisation du test

Cinq replicats de 0,1 ml de chacune des dilutions de I'inoculum sont

ensemencées dans des fioles à sérum WHEATON de 4 ml en présence de 1 mI de

milieu stérile de dilution (inoculum stérilisé) contenant la substance ou le mélange

marqué au laC (Figure II.2.).

Cinq replicats de contrôle stériles (stérilisés par adjonction de L0 I d'une

solution de HgCl2 lVo par millilitre de milieu de test.

I-es 50 fioles 9 X 5 dilutions et 5 contrôte) sont placées dans des fioles de

scintillation liquide de 18 ml (BECKMAN) contenant I ml de soude normale.

a) Incubation

I-es fioles de scintillation liquide (contenant les fioles à sérum) sont fermées

hermétiquemen! puis incubées à I'obscurité dans un incubateur pendant 3 semaines à la

température du prélèvement.

En fin d'incubation, les fioles sont retirées de I'incubateur et les fioles en

veffe contenant le milieu réactif (mitieu stérile, inoculum et substance marquée) sont

éliminées.

b) Comptage

L.es fioles à scintillation liquide reçoivent alors 10 ml de liquide de

scintillation (HIONIC-FLUOR" PACKARD) et sont comptées immédiatement sur un

compteur à scintillation liquide (BECKMAN).

Remarque: le cocktail de scintillation utilisé a êtê choisi pour ses caractéristiques

remarquables quant à son utilisation avec des solutions alcalines, sa résistance élevée au

quenching et par [e fait qu'il permet une élimination des erreurs liées à la

chimiluminescence.
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Dilutions

successives

au dixième

Replicats

Figure I.2. : Représentation schématique du système dévetoppé par

LEHMICKE er al (1979)

Ferrneture herrnétique

1 ml NaOH lN 1,1 mI milieu test

ô l r \Y



c) Numération

[-es numérations sont effectuées par la technique du nombre le plus

probable.

I-es scores "+' correspondent à des valeurs de radioactivité par fiole

supérieure à la valeur moyenne des contrôles augmentée de 2 écarts-types.

[.es score "-" correspondent quant à eux à des valeurs de radioactivité

inférieure à la valeur moyenne des contrôles augmentée de 2 écarts-types.

I-es lectures de nombre le plus probable se font sur une table du nombre le

plus probable 5 tubes par dilutiorU dilution au dixième (ALEXANDER, 1965).

3.4.3. Préparation des solutions radioactives

a) Numération des bactéries totales

Deux solutions-mère sont préparées.

I-a première renferme tous les éléments uniformément marqués au 14C et

décrits préalablement dans le paragraphe 2.2.1'.

La seconde renferme llacide palmitique (tU-14C] acide palmitique) dont

I'activité spécifique et la concentration sont élevées.

La composition de la solution mère 14C-MIX est reprise dans le tableau

II.VIil.

I-e milieu test pour la numération des bactéries totales est réalisé en ajoutant

à 50 ml d'échantillon stérile 50 I de la solution mère l4C-MIX et75 | de la solution de

palmitate.

[-a radioactivité totale ainsi apportée à lml de milieu test est d'environ

2000 dpm/mt. I-a solution mère l4C-MIX apporte 366 dpm/ml et la solution de

palmitate apporte quant à elle 1665 dpm/ml.
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Substance volume de substance
pour 1l de l4C-MIX

( l )

radioactivité

(106 dpm)

[U-14C1 D-glucose 76 2,lw

[U-t+Clsucrose 57 3,L64

[U-14c1 D-rylose 80 9,880

[U-t+C1 acide-L-acétique 110 48,840

[2-r4cl acide p ropioniqur 90 9,990

p-t+c1 acide lactique 200 88,800

[1,5-14C1 acide citrique 3L4 34,844

[U-14C1 hydrolysat de
protéines

864 95,904

[1ac] urée 108 59,940

[carboxyl- 1aC] créatinine 64 1,776

[U-14C] amidon 90 12,488

Tableau II.VIII. : Composition de la solution mère 14C-M[X

lrs volumes donnés dans le tableau permettent de préparer 1 I de solution test.

Tous les composés ont une pureté supérieure à95 Vo.

I:. composition de fhydrolysat de protéines est donnée dans le tableau II.DC

I-.a concentration en carbone apportée par les composés radioactifs est

négligeable par rapport à celle apportée par I'inoanlum. De ce fait, aucune modification

de la composition globate du milieu de test n'est apportée par les composés marqués,

ceux-ci sont considérés comme êtant des traceurs.
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Acide aminé Vo (w/w) PM

Lalanine 9,5 89,1

Larginine 6,9 174,2

acide Laspartique 10,0 133,1

acide Lglutamique 9,0 147,r

glycine 5,8 75,1

Lhistidine L,6 155,2

Lleucine 12,7 13t,2

Lisoleucine 5,8 L3L,2

Llysine 4,8 L46,2

Lméthionine 0,6 L49,2

L-phénylalanine 7,4 L65,2

L-proline 5,3 115,1

Lsérine 3,2 105,1

L-thréonine 5,'l 1L9,1

Ltyrosine 5,9 18t,2

L-valine 5,9 LL1,2

Tableau II.[X : Composition de I'hydrolysat de protéines

Tous les acides aminés sont uniformément marqués-

Læ poids moleculaire moyen calculé est de lii1,96

b) Numération des bactéries compétentes

Six substances sont utilisées en vrre de déterminer le nombre de bactéries

capables de les dégrader.

Ces 6 substances sont utilisées de manière à obtenir une concentration, dans

chaque fiole de numération, de 30 g/l environ.
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[-es volumes (a) des solutions à ajouter pour 50 ml de solution stérile

(milieu) pour obtenir une concentration par fiole de 3O g/1, ainsi que les quantités de

radioactivité (b) obtenues dans chaque fiole de numération, sont reprises dans le

tableau II.X.

Læs procédures d'acclimatation et d'adaptation de la boue activée au para-

nitrophénol sont développées dans le chapitre 4.4.

IV. Résultats

4.1. Numération bactérienne sur gélose

I-es numérations des bactéries hétérotrophes et oligotrophes ont êté

effectuées sur les 4 inocula décrits précédemment (Cf paragraphe 3.1.1.). Seule la boue

activée a fait l'objet d'une détermination du poids sec des matières en suspensions. I-e

poids sec des matières en suspension de la boue activée est de

4,8$ + 0,37 gde matières en suspension/I.

7 5

Substance marquage a( t ) b (dpm)

diéthylhexylphtalate

U-14C

carbonyl-14C

48

37

2tt4

1635

acide 2.4dichloro
phénoxyactétique U-14C

carboxy-14ç

tt3

43

5002

1899

para-nitrophénol U-14C 74 3304

U.14C 60 265r

Tableau II.X. : Caractéristiques des différentes substances testées.



4.1.1. Bactéries hétérotrophes

L-es résultats des numérations des bactéries hétérotrophes (cellules/ml) sont
repris dans le tableau II.XI.

Tableau II.XI. : Résultats des numérations des bactéries hétérotrophes (en

cellules/ml)

I-e nombre de bactéries hétérotrophes observé dans la boue activée et

I'effluent secondaire sont en accord avec les valeurs données par PAINTER (1971) pour

une moyenne des boues activées et d'effluent de station de traitement des eaux usées en
Angleterre.

4.1.2. Bactéries oligotrophes

Iâ, tableau IDilI. reprend les valeurs de numérations des bactéries

oligotrophes obtenues après 10 jours et 1 mois d'incubation.

Tableau II.X[.: Résultats des numérations des bactéries oligotrophes (en

cellules/ml)

Inoculum Eau d'égout Boue activée Effluent Eau de rivière

Moyenne

écart-type

L93 105

1,11 105

2,45106

0,91 1oo

239 r}s

L,Lzt}s

4,L8lÉ

2,?3 LO4

Durée lnoculum Eau d'égout Boue activée Effluent Eau de rivière

10 j.
Moyenne

écart-type

2,08 104

1,49lÛ

1,11

0,65

1F

10s

2,L6 tÛ

L,57 lv

4,63lÉ

l,o2lÉ

1. mois
Moyenne

écart-type

4,53lÛ

2,96lÛ

3,66 tff

5,97 16

4,03 104

2,91Lv

L53 104

1,19 104

' 16



I-e nombre de bactéries oligotrophes est dans tous les cas plus faible, d'un

facteur lQ que celui des bactéries hétérotrophes, après une incubation de 10 jours-

Après L mois d'incubatiorL on obsewe un nombre de bactéries oligotrophes

plus important, qui n'atteint tout de même pas les valeurs de numération des bactéries

hétérotrophes.

4.2. Numération des bactéries nitrifiantes

I-es numérations des bactéries nitrifiantes (orydant I'ammonium et orydant

les nitrites) sont reprises le tableau IIJflIL

Ce tableau présentent les valeurs de numération pour les 4 inocula testés

(eau d'égout; boue activée, effluent secondaire et eau de rivière).

Tableau II.XII. : Détermination du nombre de bactéries oxydant l'ammonium

(milieu de SORIANO et WALKER) et oxydant les nitrites

(milieu de SCHMIDT et BEI-SER) selon la technique du

Nombre le Plus Probable (NPP)

Ces résultats montrent un nombre plus faible de bactéries nitrifiantes par

rapport aux bactéries totales (hétérotrophes ou oligotrophes).

De plus le nombre de bactéries orydant les nitrites est toujours plus faible

que le nombre de bactéries oxydant l'ammonium-
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Inoculum Eau d'égout Boue activée Effluent second Eau de rivière

Nombre de bactéries (cell./mll

orydant les ammonium
t écart-type

L36 103
+

0,L9 100

7,65 LO7
=

0,82 roz

3,1'5 103
t

0,38 103

L,70lv
+

0,24 Lt

Nombre de bactéries (cell./ml)

orydant les nitrites
= écart-type

99
+

t3

3,10 106
t

0,96 106

1,86 103
J

0,37 10Û

56
t
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4.3. A pp tication of I 4C- Most- P rob able- Numb er met hod to enumerate

total heterotrophic bacteria and specific degraderc in natwal wateÆ

and during Biodegradabiliry test

L-es modèles utilisés pour prédire la distribution et la concentration des

composés organiques dans I'environnement nécessitent pour la plupart des données

quantitatives sur les taux de biodégradation. Ils sont obtenus en général en ajustant les

données observées (disparition de la substance, production de CO2...) à une expression

mathématique qui décrit une cinétique de biodégradation. Une approche commune

consiste à établir une relation de premier ordre où te taux de biodégradation dépend de

la concentration. Toutefois, ces expressions dépendent en réalité de la concentration en

substance et de la concentration en biomasse active. Cette fraction de la communauté

microbienne capable de dégrader un composé chimique varie de manière importante en

fonction des sites et est la source la plus importante de variation entre ces cinétiques de

premier ordre.

LIn moyen de réduire cette variation inter-site est de prendre en compte la

biomasse active, généralement évaluée par comptage sur gélose nutritive, pour générer

une cinétique de second ordre. Toutefois, ces techniques ne prennent pas en compte la

biomasse bactérienne réellement impliquée dans les phénomènes de biodégradation

Une technique prometteuse pour numérer les dégradeurs spécifTques est la technique

du Nombre le Plus Probable au 1aC de LEHMICKE et collaborateurs (L979). Cette

technique et les modifications que nous y avons apportés sont développées dans le

paragraphe 3.4.

Cette technique nous a permis de déterminer le nombre de bactéries totales

en utilisant un cocktait de composés organiques correspondant en proPortion à la

composition d'une boue activée anglaise, le nombre de dégradeurs spécifiques du 4-

nitrophénol et I'action des processus d'acclimatation et d'adaptation sur ces populations

bactérienne.

I-es données présentées dans le tableau 2 montrent que le nombre de

bactéries hétérotrophes obtenues par la technique du Nombre le Plus Probable au lt

sont plus grands de2à4 ordres de magnitude par rapports à ceux obtenus Par comptage

sur gélose nutritive.
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Læ nombre de dégradeurs spécifiques du 4-nitrophénol sont de 10 à 104 fois

moins nombreux que les bactéries totales (fTgure 1).

D'autre par! les processus d'acclimatation et d'adaptation ne modifient pas

le nombre de bactéries hétérotrophes totales. Toutefois, leur influence sur le nombre de

dégradeurs spécifiques diffèrent; en effet, alors qu'une acclimatation réduit fortement

leur nombre (environ 10a fois moins), une adaptation n'en modifie pas le nombre.

Par contre, la proportion de dégradeurs spécifiques par rapport au nombre

de bactéries hétérotrophes totales augmente de L/gM à U70 après adaptation au 4-

nitrophénol.

La publication présentée dans les pages suiuantes a été soumise à Ia
publication dans la rewte CIIEMOSPHERE.
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USE OF THE 14C-UOST.PROBAEIJ-NI'UBER IIEÎHOD TO ENT,UERATE

ACÎM HEIEROTROPI|IC BACIERr,A IN AQUEOUS SAIIPLES

ABSTRACT

An adapËaÈion

which enables

o f

i r

P. KT'ENEMANNI ENO N.S. BATTERSBY2,3*

lGentre des Sciences de 1'EnvironnemenÈ,

UnlverslÈé de Mecz, 57040 lftet;z, F'RAI'ICE

tlRc Medmerùrarn Laboratory, PO Box 16

Marlow, Buckinghamshire SL7 zHD, U.K.

Ehe 14c-most-probable-number (1ac-urn) nethod is described

to be used to enumerate the ntrmber of active heÈerotsrophic

bactseria in the aquatic environment. A mixture of 14C-1"b"11"a

sugars, faÈËy acLds, amino acids, a polysaccharide and other compounds is

used as the substrate in proportions which approxinate to those found in a

tlryical U.K. rrasÈenater. Applications of the nethod Co compare the nurubers

o f  acÈ ive  he tero t roph ic  bacÈer ia  and spec i f i c  degraders  o f  syn the t ic

chemicals in aqueous samples and in ready biodegradability Ëest inocula are

reported.

INTRODUCTION

Reliable councs of metaboltcally acÈive bacEeria ln Èhe aquaEic environment

are  use fu l  Èo n lc rob ia l  eco log is ts  and Eo t to rkers  scudy ing  Ëhe

biodegradabillcy of s1mÈheÈic chemicals. For example, lnformation on the

proportion of the nicrobial cornrnunity able to degrade a chenical may be

correlaËed wiEh prevlous exposure (Sornerville gc aL: f9B5).

3 Present address: Shell Research Lfunited, Sittingbourne Research Cencre,

SiËÈlngbourne, Kent ME9 8AG, U.K.



In additlon, a knowledge of the numbers of actsive heterotrophic bacteria and

speciflc degraders of a slmtheÈic chenlcal present ln Ëhe inocula of

sËandard ready blodegradabtllty cests (OECD, 1981; EEC, 1984) nay help in

attempcs to reduce Ëhe large varlabllicy associated with such Ëesc data

(BaËtersby eË al .  ,  L992).

The lirnitaËions of standard plaÈe counts for enumerating the toÈel number of

viable bacterla in envlronmenÈal sanples, and novel techniques for deËecting

viable cells, have been reviewed by Roszak and Colwell (1987)'

One useful nethod for enumeratlng actlve bacteria in natural waters is the

l4c=mosc-probable-number <14c-{p_n) technique of Lehnicke et al. (L979). The

method uses sterilised water from the sampling site as the growEh medium,

anended wich a low concenEraËion of a slngle radiolabelled chemical. Evolved

L4CO2 from individual diluÈion replicates is traPPed and counted. The

replicates are Èhen scored as positive or negative depending on tshe amount

of radioacËiwity above background.

The authors proposed that Ëhe total nunber of active heEerocrophic bacteria

in a sample could be enr.nerated by the l4C-ttPN cechnique if a cockrail of

14C-1"b.l1ed sugars, organic acids and anino acids was used in place of a

single subsËrate. In thls note we describe such an adaptaEion to the meEhod

and give examples of its application-

UATERIALS AND }IETHODS

Samples

SetÈled sevrage, activated sludge and secondary effluent (in sicu temPeracure

19 oC) vrere collected frour a se!ùage creaEmenc works in the south east of

England. Surface river waÈer samples (in situ ÈemperaÈure 19 oC) I{ere

taken from the Rlver Tharnes approximately 1 km downstream from che discharge

po inË  o f  t he  û rea tmen i  wo rks .  A l l  samp les  we re  used  on  the  day  o f

col lect ion.



RadlochenlcaI-s

The followlng radiochemLcals were obcained from Anersham InÈernatlonal

and nere supplied as stserile aqueous solutions or in an organlc

solvent :  [U-1461 g lucose (speci f lc  act iv i ty  O.62 t {Bq/ng) ,  tU-1461

sucrose (1.07 MBq/re) ,  [u-146]  D-xy lose ( l -8.4 l {Bqlmg),  [u-1461 aceÈic

acld (23.2 MBq/ng) ,  1Z-L4C1 propionic  ac id (20.8 t {BClng) ,  1u-14C1 prote in

hydrolysate (2.L GBq/n atom C), 1u- laç1 s tarch (3.7 MBq/ne) ,  [u-14c]

pahn i t l c  ac ld  (119.0  MBq/ng) ,  tU-1461 sod lum-L- lac ta te  (53 .4  MBq/ng) ,  [1 ,5 -

L4q cirric acid (20.8 M3q/mg), [14c] urea (33.4 Tluq/ng) and [carboxyl'tacl

creatinine hydrochloride (3.0 MBq/ng).

t{odel xenobioËic chemicals rrere obtained frou Signa: [ring-Ul--14C] bis(2-

e r h y l h e x y l )  p h t h a l a t e  ( 1 . 1 7  M B q / r n g ) ,  I c a r b o n y l - 1 4 C ]  b i s ( 2 - e c h y l h e x y l )

phrhalare (O.gZ MBq/ne),  I r ing-UL-14c] 2,4-dichlorophenoxy acet ic acid

(2 .78  MBq/ng) , Icarboxy-14c] 2,4-dichlorophenoxy aceÈic acid (1'05

MBq/rne), [U-14C] 4-nitrophenol (1.83 MBq/mg) and 1U-1461 pencachlorophenol

( t .47  MBq/mg) .

l4c-UL*t.tre for enumeratlng actLve heËerotrophlc bacterla

The courposLtion of the l4c-ri*c.tre used in uhis scudy is given in Table 1.

The main chemical groups and Èhe relacive proportions of Ëhe individual

compounds approximated to Ëhose found in a typical U.K. wastewater and were

taken from Painter (1971). The mixture rùas diluced so chaE the final

amount of radioactiviÈy in each replicaËe îIas aPProxinaCely 2 000 dpm. The

addiËional concentragion of substrates added was negligible conpared Èo the

ÈoËa1 caibon content of Ehe sterilised source waÈer used as Ehe growth

mediun.



Table 1. Gomposltlon of 14c-1"b"11ed nhture used to enunerate ectlve

heterotrophlc bacterla ln aqueorus samples.

Substrate

(Typical' concentraÈion

in wastewater)

Volume supplied

radlochemical

added to 1 I

steri le waÈer (p1)

Concentration

radiochenical

(ng carbon/ l )

Concentration

radioactivity

(LO6 dpmrzl)

Carbohydrates ln solution:

D-glucose (14 ng carbon/ l)

Sucrose (l-3 ng carbon/l)

D-xylose (2 rng carbon/l)

CarbohydraËes in suspension:

Starch (14 mg carbon/I)

Orsanic acids:

Acetic acid (8 ng carbon/l)

Propionic acid (2 rng carbon/l)

L-lacÈate (7 mg carbon/l)

Cltrlc acld (6 ng carbon/I)

FattJr acids:

(Paln i t ic  ac id (L05 mg carbon/ l )

Proteins and amino acids

(in solution & suspension):

Protein hydrolysate

(29 ng carbon/l)

Urine-derived mater ials :

Urea (4 ng carbon/l)

Creatinine (3 mg carbon/l)

76

57

80

23

2L

3

2 . L

3 . 2

8 . 9

L2.5

4 8 . 8

10.  o

8 8 . 8

3 4 .  8

1  T o O l *

9s.9

5 9 . 9

1 . 8

90

110

90

200

31_4

75

864

108

64

23

L4

4

3

11-

]-75

4B

Total: 2O7 mg carbon/l 335 2 066

* Tt. 14c-1"b.11ed nediun was prepared by

and 75 pL of the supplled palnlcic acld

f l lcer-sceri l ised r iver weter,  secondary

addlng 50 pl of che above mixture

soluËlon (ln toluene) co 5O rnl

effluenc or activaced sludge.



14c-urn enumeratlon procedure

l'he meËhod followed was essencially chaÈ described by Lehrnlcke et al. (1979)

uslng filter-sterilised (0.2 ,rn membrane filCer) river rdaÈer, secondary

effluent or activated sludge (pre-fllEered through l-.0 pn membrane ftlter)

as the dlluËlon and growÈh medium. len-fold diluËlons of the sanples litere

made and allquoÈs of 0.1 nl added Co replicate llheaton vials of 5 nI

capaciËy contalning 1 rnl sÈerile nater from Ëhe sanpling site supplemenËed

wlÈh elËher 2 000 dpm of Ëhe l4C-tl*Cnre, or 1 700 to 5 000 dpm of che

xenobiotic chenical (flnal concentratlon 30 pg chemical/L). Activated sludge

n ixed l iquor -  sanpLes rûere  homogen ised by  u lc rason ica t ion  in  sod iun

tripolyphosphate soluËion (Pike et al. , L972) prior Co dilution.

The WheaÈon vials were. placed in 20 ml scinEil lation vials containing

1 nl 1 M NaOH as the CO2-Crapping agent and tighËly closed. Sterile contsrols

were used to deEermine background radioactivity and were poisoned with

10 p1 Lt w/v HgC12. Incubation rrras aC in situ temperature + 2 oC for

three weeks in the dark.

AË the end of Èhis period the l.Iheaton vials wer.e removed and 10 rnl Hionic-

Fluor (Packard) scintil lation cocktail added Èo each scintil laÈion vial

prlor co liquid scintll lation counting. The cockËail used is formulated for

counting aqueous alkaline solutions and eliminated any errors due Eo

chemiluminescence. ReplicaËes which conËained uore than the mean of Ehe

relevanÈ abiotic control plus Ëwo standard deviatlons were scored as

posiÈive and the MPN of organisms in the original sample calculated from

standard stat isElcal  Èables (Alexander,  1965).

the numbers of heterotrophic micro-organisms in Ehe saurples were also

esEiuraËed using convenÈional plate counts on casein-peptone-starch (CPS)

a3ar incubaced aE 10 oC for 10 days, and lt CPS a:gat (10 oC 30 days) as

described by Pike et al .  (L972).



Pre-condltlonlng and pre-exposure of actlvated sludge

Pre-conditLoning of Ëhe activated sludge to ready blodegradablltty Ëest

condiÈLons wes performed by aeratlng sludge for 15 minuÈes and then allowing

the sollds Co sectle-ouÈ. The supernatanL llquld was decanted and replaced

with an equal volume of buffered, mineral salcs meditm (OECD, 1987). This

procedure was repeated ûwlce. Afger aeration for one week aË 2O + 2 oC,

evaporaÈion losses were replenished with distll led waÈer and l4C-MPN counts

performed on Èhe nixed liquor as described above.

ActlvaÈed sludge was pre-exposed to a model xenoblotlc chemical by aeraEing

for one week aC 20 + 2 oC in the Presence of 4-nitrophenol

(20 ng carbon/l). At the end of this period, evaporaËion losses were made up

wich distil led water ana l4C-t'tPN counts performed as before.

RESULTS A}TD DISCUSSTON

the l4C-MPN uethod has been widely used Ëo enunerate specific degraders of

slmthetic chemlcals in freshwaters, estuaries, aquifers and PeaË bogs

(Lehrnicke eE al .  ,  LgTg; Sourervi l le eÈ a1.,  1985; Larson & Ventul lo,  1986;

A e l i o n  e r  a l . ,  L g 8 7 ;  S w i n d o l l  e t  a l . ,  1 9 8 8 ) .  A l t h o u g h  i t  h a s  E h e

d isadvanÈages o f  be ing  labour  in tsens iwe and requ i r ing  the  use  o f

radiochemicals, ic has the advanEages of using a natural growth medium, an

envlronmenCally realistlc substrace concentrati-on and provides unequivocal

evidence of nineralisatlon via the producËion of L4CO2. In addicion,

specific groups of bacteria can be examined through the use of uniformly and

side-chain labelled compounds. 1o our knowledge, this is che first report of

Èhe technlque being used with a mixËure of radlolabelled, naturally-

occurring compounds Èo provide an estimate of the total nurnbers of accive

heËerotrophic bacterla in the aquatic environment.



Tab le  2 .  Counts  o f  ac t l ve  he tero t roph lc  bac ter la  ln  ac tLva ted  s ludge,

secondary effluent and rlver water usl.ng standard plate counts on

caseln-pePtone-starctr agar (cPs) and the 14c-Ufu nethod'

Micro-organisms/nl (incubation perlod)

Sample cPs
(10 d)

l_r cPs

(30  d)

14c-upll

( 21  d )

Activated sludge

Secondary effluent

River water 1 .1  x  103 2 .1  x  104

1 .2  x  106

2 .0  x  107

2.5  x  LQ6

2. I  x  LO7

>1 .6  x  1010

2.L x  LO7

(0 .6 -6 .9  x  107 )a

2.2 x  LO6

(o .7  -7 .3  x  106 )a

a 95t Confidence llnits

Enumeratlon of bacterLa ln aqueous samples

The data given in Table 2 show Èhat counËs of active heterotrophic bacteria

in acÈivated sludge and river waËer made using the l4C-tlplt rnethod were tvto

to four.orders of magnitude greater than the number of colony-forming unics

(cfu) recovered by standard plaÈe counts with either full-sËrengch or diluce

ned ia .  However ,  there  was no  d l f fe rence in  the  numbers  o f  ac t i ve

heterotrophic bacteria estimatsed by Èhe l4C-l,tptl rnethod in secondary effluent

and cfu recovered on CPS agar. The counËs obtained were similar co Èhose

previously reporËed by Ddcton eÈ al. (1983) who also found Ëhats chere nas no

difference in the numbers of bacceria counted directly by epifluorescence

microscopy or as active (respiring) bacÈeria.



Figure 1.
Counts of active heterotrophic bacteria and

specific degraders in river water and activated
studge obtained using the14C-nnpN method.
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Flgure  1  shows counts  o f  ac t i ve  heËeroÈroph lc  bacÈer la  and spec l f l c

degraders.of xenoblocic chemlcals ln sanples of activated sludge and rlver

water. The sltes were sempled one monËh later than ln Table 1 afcer a perlod

of heavy raLn and run-off of micro-organisms from Ëhe surrounding land nay

have accounted for the hlgh counts ln the rlver waÈer sample.

Speclflc degraders of the synthetlc chenicals scudled were one Eo four

orders of nagnLtude less numerous than the total hecerotrophlc populations

ln Èhe Ëlto sites studied. There appeared Èo be no difference in Ëhe numbers

of organlsns capable of degrading e chemical at eicher the lrastewaÈer

treatment planÈ or the receiving rlver. In conErasC to a previous report

(Lehnicke et al., L979) r w€ observed no difference in the numbers of

bacterlâ capable of util lsing only the side chaln of a molecule and Èhose

capable of ring degradation.

The advantage of the low subsÈrate concencracion (30 pg/L) used in the

l4C-Uptt technique was illustraËed by Ehe high councs of bacteria capable

of degrading 4-niErophenol and pencachlorophenol which are Eoxic to aquatic

bacËeria at the high subsÈraÈe concentrations required for standard MPN and

plate counts (!ùalker, 1988).

Enuneratlon of bacterla ln ready blodegradablllty test lnocula

DaËa from ready biodegradabillcy tests are required for the narketsing of new

chemicals in the European Economic Connunity (EEC, L979> and are often used

to assess the environnental acceptability of existing products. The cesEs

use mLxed populaËions of micro-organisms (usually derived from wasËewater

Èreatment  p lan ts )  as  inocu la  and as  a  consequence there  is  a  la rge

variability associated with tesc results (BatÈersby eÈ al. , L992). This can

make beÈween-laboratory and even between-ËesÈ comparisons of data difficult.

Ready blodegradabillty têsÈs measure biodegradaÈion as net differences in

respiraÈion or carbon removal becween tesÈ vessels and unanended controls.

High blank values cen Èherefore reduce the precision with whlch Èesc

subsÈance blodegradaÈton can be measured. Pre-condiÈlonlng of Èhe inocuh.un

prior to a Cest, by incubation under che cesË conditions (but in the absence
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Figure 2.
Changes in the numbers of active heterotrophs

and 4-nitrophenol degraders in activated sludge
after pre-conditioning and pre-exposure to 4-NP.
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of test substance), can reduce this

lltcle 1s known about the effecc of

lnoculun.

blenk acÈlvlty

thls ptocess on

(OECD, 1987).  However,

the nicroflora of the

The prellmLnary data shown ln Figure 2 lndlcate thaÈ whlle pre-conditioning

may have no effecË on Èhe numbers of active heÈerotrophic bacteria, there

can be a large reducti-on ln the numbers of organlsns capable of degrading a

sJmthetic chemlcal.

Ready b lodegradab i l l t y  tes ts  have a  re laË ive ly  low poten t la l  fo r

blodegradation to occur and as a consiequence "faLls" are conmonplace. IÈ has

been. proposed Èhat tt should be pernissible co repeat a Cest using an

inocuhm whtch had been pre-exposed co Êhe test chenical - a chemical then

ach iev ing  a  pass  wou ld  .be  descr ibed as  " read i l y  b iodegradab le  a f te r

adaptat ion" (Nyholm et al . ,  1984).

At present Ëhere are no standard neËhods for produci.ng accliraaced lnocula,

although iniÈlatives have been made by the InËernatlonal OrganizaÈion for

Standardization (Painter, 1987). Data shown in lable 2 indicate that Èhe

ratio of 4-niÈrophenol degraders to Ëotal active hecerotrophic bacteria

lncreased from 1:900 Ëo L:70 after exposure to Èhe tests chemical for one

week. Unfortunately, the effect of this change on Èhe raËe and extenË of

4-n ic ropheno l  degradat ion  in  a  ready  b iodegradab i l iÈy  tes t  rûas  no t

deÈernined. However, predictlons based on Èypical bacterial growth kinegics

have indicated ËhaÈ a dlfference of only 10-50 in tshe concenÈration of

specific degraders in the inoculum can yield ready biodegradability scores

varying between a fail and a pass over Èhe 28 day test period (Blok & Booy,

1 e 8 4 ) .

In conclusion, our adaptaËion of the l4C-Upll nethod provides a relaËively

sinple neËhod for studying the populations of active heteroÈrophic bacteria

in the.aquatic environnenc. IË should also be a useful Èoo1 for studying che

effecc of inoculum composiuion on the biodegradabillty of organic chemicals

in scandard ready biodegradabilicy tesÈs.
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V. Conclusion

A partir des résultats obtenus par ces différentes techniques de numération,

nous pouvons observer que la technique du nombre le plus probable au 14C donne dans

tous les cas des valeurs de numération des bactéries totales supérieures aux autres

techniques.

Ceci tendrait à prouver que cette technique est plus adaptée pour donner des

résultats de numération de bactéries totales précises, d'autant plus précises que la

source de carbone n'est p:ls composée d'un seul élément carboné, mais d'un cocktail de

composés dégradables qui représentent les t)?es de composés carbonés les plus

représentatifs des milieux testés, en Proportion.

De plus, cette technique présente I'avantage par rapport aux autres méthodes

de permettre la détermination du nombre de dégradeurs spécifiques (ou bactéries

compétentes). Ainsi, la connaissance du nombre des bactéries réellement impliquées

dans un processus de biodégradation, et non des bactéries totales, devrait permettre

d'améliorer les tests de biodégradabilité existant.

L'observation globale des différents résultats de numération obtenus montre,

de plus, une évolution du nombre de bactéries totales (quelle que soit la technique de

numération) au cours de la chaîne de traitement des eaux usées. En fait" après un

dopage du nombre de bactéries contenues dans I'eau d'égout par la boue activée, nous

pouvons observer une diminution d'un facteur 10 environ du nombre de bactéries après

épuration (dans I'effluent secondaire) puis un dilution d'un facteur 5 environ lors du

passage dans I'eau de rivière.

En conclusiorç la technique du nombre le plus probable au 14C semble être

une technique d'avenir dans famélioration des tests de biodégradabilité en milieu

environnemental, d'autant plus qu'avec quelques aménagements (évaluation de la

biodégradation dans le temps,...) celle-ci pourrait permettre de se substituer aux autres

tests de biodégradabilité classique et de déterminer des cinétiques de biodégradation.

8 8



D'autre part' les processus d'acclimatation (préconditionnement) et
d'adaptation ne modifient pas le nombre de bactéries hétérotrophes totales. Par contre,
ces deux procédés ont des actions opposées sur le nombre de bactéries dégradant
spécifiquement un composé chimique (le para-nitrophénol dans notre cas).

L-acclimatation d'une boue activée induit une diminution importante du nombre de

dégradeurs spécifiques. Une adaptation d'une boue activée au composé chimique, induit

quant à elle une augmentation du nombre de dégradeurs spécifiques de ce composê; ce
phénomène pouvant être assimilé à une sélection des bactéries.

De plus, cette technique, avec la détermination du nombre de dégradeurs

spécifiques permettrait de définir des cinétiques de biodégradation plus précises et

réalistes. Il serait alors possible de classer, sur la base de cinétiques, différents
phénomènes (biodégradation, photolyse, adsorption, dégradation abiotique,...) afin

d'estimer I'importance de leur action au niveau de la diffusion et de la persistance des

composés organiques dans les milieux environnementaux.

8 9
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III. tæs données de biodégradabilité

3.1. Généralités

I-es tests de biodégradabilité actuels permettent de quantifier, par I'analyse,
la biodégradabilité de xénobiotiques (substances chimiques de synthèse) dans différents

compartiments de I'environnement (eau, sol pour la plus grande partie) et dans des

conditions aérobie ou anaérobie. Ces tests, méthodes ou lignes directrices ont étê

décrites plus en détail dans la chapitre I.

3.2. Etude de biodégradabilité utilisées pour l'établissement des O.S.B.R.

Comme on peut le remarquer dans la littérature, les études de

biodégradabilité des xénobiotiques se composent en grande majorité d'études de la

biodégradabilité d'une seule substance chimique plus ou moins complexe, dans des

conditions expérimentales définies pax les protocoles de tests normalisés (normeg lignes

directrices) ou par des protocoles permettant de répondre aux problèmes posés (voies

de biodégradation, recherche de la population bactérienne impliquée et

identification,...).

Bien qu'en théorie il dewait être possible de comparer la biodégradabilité de

différentes substances quand elles ont été testées dans les mêmes conditions (même test

même ligne directrice par exemple), il faut toutefois remarquer qu'un grand nombre de

paramètres - qualité et quantité de I'inoculunr" existence ou non de processus

d'adaptation ou d'acclimatatiorq...- peuvent varier et rendre impossible une comparaison

entre les résultats. Ainsi, les résultats de biodégradabilité d'une même substance testée

selon la même méthode, mais en 2 endroits distincts peuvent différer d'une manière plus

ou moins importante (GERIKE et FISCHE& 1979).

De ce fait, ces travaux ne présentent qu'un intérêt restreint en ce qui

concerne la classification relative des xénobiotiques testés et l'utilisation de telles

données dans l'établissement de Q.S.B.R.. Il en est de même pour tous les travaux "non

normalisés" utilisant des conditions expérimentales différentes ou des méthodes

spécifiques d'analyse (HPIC, CPG,..-) pour l'étude de la biodégradabitité de substances

chimiques.

9 4



Par conséquenL les seules études présentant un intérêt pour l'établissement

de Q.S.B.R. sont les études, moins nombreuses, ou plusieurs substances (d'une même

famille chimique ou non) sont testées dans les mêmes conditions, selon des protocoles

identiques et, si possible, simultanément. Il est possible de trouver, dans la littérature,
plusieurs études de biodégradabilité qui satisfont ces dernières conditions (tableau III-

D.

Tableau III-I : Exemples tirés de la littérature d'études permettant une exploitation

pour établir des Q.S.B.R.

Toutefois, la diversité des moyens d'expression des résultats de

biodégradabilité rend difficile la compréhension et la comparaison des différentes

relations Structure-Biodégradabilité observées. En effet, il est possible d'obtenir des

résultats de biodégradabitité dont les expressions diffèrent : résultats exprimés en

quantité de substance biodégradée pour une durée définie (test à analpe spécifique,...),

en quantité de dioryde de carbone produit par rapport à la théorie (OCDE 301 8,...), en

quantité de carbone dissout disparaissant (OCDE 301 8...), en quantité d'oxygène

consommé par rapport à la théorie (CBT,...), et des résultats exprimés en cinétique de

biodégradation.

9 5

Substances chimiques Auteurs Année

Composés aliphatiques
alcools

amides-imides
alcanes

DIAS et ALEXANDER
YONEZAWAeT URUSHIGAWA
VAISHNAV et coll.
ENNIS et coll.
SOI-ANAS et coll.
BARTTIA

t97r
r979
L987
r978
1984
1968

Comoosés alicvcliques
grcloparaffines BEAM et PERRY \974

Comoosés aromatioues
monoaromatiques

hydrocaibures
phénols
phtalates

biphényls

pyridine

alkylbenzènesulfonates

BANNERIEE et coll.
PARIS et coll.
SUGATT et coll.

FURUKAWA et coll.

SIMS et SOMMERS

GLEDHILL

1984
1982
1984

r978

t984

r975



[-a diversité de ces modes d'expression de la biodégradabilité accentue
encore plus la diversité des relations Structure-Biodégradabilité ainsi élaborées.

IV. [.es descripteurs de la structure chimique

4.1. Généralités

Une analyse générale des relations Structure-Biodégradabilité dans la
littérature permet de relever une grande diversité de "descripteurs" de la structure
chimique utilisés avec un succès plus ou moins important.

Ia caractéristique générale de ces "descripteurs" est d'exprimer sous une
forme numérique la structure moléculaire des xénobiotiques ou leur propriétés
physiques, chimiques ou physico-chimiques.

Ces descripteurs peuvent faire référence à des propriétés généraleg
hydrophobes, électroniques, stériques et topologiques des substances chimiques
(Tableau In-[).

Tableau III-[: Principaux descripteurs de la structure chimique
utilisés pour l'établissement des Q.S.B.R.

9 6

Propriété de la molécule
décrite par le
descripteur

Descripteurs

propriétés générales Poids moléculaire
pKa

Propriétés hydrophobes
Coefficient de pafiarge octanol/eau
logP
Temps de rétention en chromatographie

Propriétés électroniques
Constantes de HAMMETT
Différence de module de charge
d'une liaison

Propriétés stériques
Rayon de VAI.I DER WAAIS
l,ongueur de STERIMOL
Surface moléculaire

Propriétés topologiques Indices de connectivité



4.2. l-ns descrioteuri'ùhvsico-chimiques

42.1. [.æs paramètres généraux

Quelques paramètres généraux sont utilisés dans l'élaboration des relations
Structure-Activité. Ils caractérisent :

- des propriétés physiques : Poids moléculaire (PM), point de fusion et
pression de vapeur ;

- des propriétés chimiques : pKa (constante d'hydrolyse), solubilité (BASAK

1eeO).

Il faut noter que le PM, le pKa et la solubilité peuvent être respectivement

considéré conune des paramètres stériques, électroniques ou hydrophobes par différents

auteurs (DEARDEN, 1990). Ils seront de ce fait traités plus en détail dans les chapitres

correspondants.

Toutefois, seuls [e PM et le pKa ont été introduits dans des relations

Structure-Biodégradabilité.

4.2.2. [æs paramètres d'hydrophobicité

Ces paramètres sont les plus anciens qui furent utilisés pour l'élaboration de

relations Structure-Activité, au même titre que I'hydrosolubilité, tout en étant les plus

appropriés (DEARDEN 1990). Par la suite, de nombreux auteurs (HANSCH et LEO,

1980 ; ...) ont démontré que le "comportement de partition (sous-entendu entre une
phase aqueuse et une phase organique) d'un composé chimique est un des facteurs

parmi les autres qui contrôle la capacité d'un xénobiotique à engendrer une réponse

biologique" (DEARDEN, 1990).
I-es paramètres d'hydrophobicité conditionnent la pénétration des composés

organiques dans les cellules bactériennes (BL,OCK et coll.., 1990) qui est la première

étape des phénomènes de biodégradation.
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De nombreuses formes ou expressions de I'hydrophobicité des composés
chimiques ont été utilisées dans l'établissement de Q.S.AR., et plus particulièrement de

Q.S.B.R.: Kon, logP; rétention en chromatographie en phase gazeuse,... et
I'hydrosolubilité !

a) Coefficient de partition ou logP

I,e, coefficient de partition défini initialement par BERTHEITT et
JUNGFLEISCH en 1872 (DEARDEN, 1990) est le rapport des concentrations à
l'équilibre d'un soluté (sous la même forme chimique) distribué entre deux phases

liquides non miscibles (une phase aqueuse et une phase organique, ou octanolique pour
le Kow). I-a concentration dans la phase [a plus hydrophobe est par convention, placée

au numérateur dans toutes ces expressions.

Il a êté démontré que le coefficient de partition octanol/eau (ou Kow)
permettait d'obtenir des relations Structure/Activité (ou Stmcture/Bio-dégradabitité)
plus précises et performantes que les autres coefficients de partage (benzène/eau par
exemple) (DEARDEN, 1990).

a.1.) Détermination du coefficient de partition par le calcul

Sur la base de valeurs de logP mesurées, LEAHY a pu démontrer en 1986
que le coefficient de partage pouvait être factorisé en un terme de volume
(Vl = volume moléculaire), un terme électronique (? = moment dipolaire) et un terme

caractéristique des accepteurs d'hydrogène @ (DEARDEN,1990) :

logP = 5,15 (V1/100) - 0,302 -3,5Y + 0,42 (Eq. 1)

D'autres relations ou corrélations ont pu être observées entre le logP et
différents paramètres physico-chimiques, par exemple entre le logP et le volume de Van

der Waals (Vw) comme I'ont montré MORIGUCHI et ses collaborateurs en L976
(DEARDEN, 1990) :

logP = 2,5lYw + 0,23 n=60 r=0,98 s=0,?23 (Eq-2)

Ce tpe de relations permettent" outre de déterminer par le calcul le logP, de
constituer une expression mécanistique des Q.SAR. ou Q.S.B.R. observées.
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a.2.) Mesure du coefficient de partage

De par sa définition, il est relativement simple de conceptualiser une

méthode de mesure du logP. Toutefois, de nombreux écueils (obtention de la saturation

des phases, séparation des 2 phases, mesures, influence de la température,...)

interviennent dans cette détermination" occasionnant une grande variation des valeurs

de logP observées.

De nombreuses méthodes de mesure du logP existent ; la méthode la plus

reconrmandée est celle développée enL97l par LEO et ses collaborateurs (DEARDEN,

1e90).

b) Détermination de I'hydrophobicité par chromatographie

Bien que ne représentant pits correctement le logP (LEO, 1987), les

paramètres d'hydrophobicité obtenus par chromatographie liquide haute performance

(HPrc) ou chromatographie en couche mince (CCM ou TI-C) tels que le "rate flow''

(Rf) présentent I'avantage principal de pouvoir être mesurés rapidement avec une

grande précision de mesure, et la possibilité d'obtenir facilement des replicats de

mesure.

c) Constante d'hydrophobicité d'un substituent (r)

D'autres paramètres tels que la constante de substitution hydrophobe

définie comme:

n : logPd êrivé- logPparent @ANSCH et FUJITA', t964) (Eq.3)

permettent de quantifier la variation d'hydrophobicité apportée par un

substituant. I-es valeurs ainsi obtenues, reprises dans différentes tables ou banques de

données, permettent aussi l'établissement de Q.S.AR., d'autant plus que est fonction

de la nature du substituant et de la position de la substitution sur le composé parent.

d) Solubilité

Par définition, la solubilité peut être considérée comme I'inverse de

I'hydrophobicité, et, de ce fait, est une mesure d'hydrophobicité. De nombreuses

corrélations négatives ont été établies ente solubilité et hydrophobicité (DEARDEN,

1e90).
De plus, la solubilité est facile à mesurer, bien que dépendant, entre autre,

de la température.
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4 2.3. [-es oaramètres électroniques

Iæs forces qui contrôlent les interactions entre les xénobiotiques et leurs
accepteurs sur les organismes ou les micro-organismes sont toutes de forces
d'interactioru De ce fait, les paramètres caractérisant" au niveau des structures
chimiques, ces forces d'interaction ont fréquemment été utilisées dans l'élaboration des
Q.S.AR. et des Q.S.B.R..

Plusieurs paramètres électroniques ont été utilisés pour l'élaboration des
Q.S.AR. (DEARDEN, 1990) :

- constantes de HAMMETI (développées par IIAMMETI en 1935) ;

- réfractivité moléculaire ;

-P I (a ;

- moment dipolaire ;

- force des liaisoru hydrogène.

Toutefois, seuls la constante de TIAMMETT et le pKa ont souve nt été
retenus pour l'établissement de Q.S.B.R..

a) Constantes de HAMMETT (o)

I-es constantes de HAMMETI (o) permettent d'évaluer I'effet électronique
d'un substituant X d'un composé chimique.
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Elles sont calculées à partir de l'équation développée en 1935 par
HAMMETT:

logK l= lo+ logKg

avec:

(Eq. 4)

- KX: constante de dissociation du composé chimique substitué
dans I'eau à25 C

- K11:constante de dissociation du composé chimique non

substitué dans l'eau à25 C

- f,: constante de réaction (caractérise la réaction étudiée
indépendamment du substituant) ;

- o : constante de FIAMMETT.

En se basant, par référence, sur l'effet d'un tel composé sur la dissociation de

l'acide benzoTque, HAMMETT établit en 1935 une nouvetle formulation des constantes

de FIAMMETT:

log (Ka;ç/Kag) = 6o

avec:

(Eq-s)

- o : constante de HAMMETT;

-5^: constante de série,5= 1 pour I'acide benzo'ique ;

- Kal et Ka11 : constantes de dissociation d'une substance
chimique substituée par le composé X et de cette substance

chimique non substituée respectivement.

Ainsl, pour I'acide benzoîçe (ô'= 1), cette relation s'écrit, après

transformation (NORRINGTON et coll., 1975):

o =KH./K'X = log(Ka></rcart)

Cette équation est vérifiée à la température de25 C.

r_o1
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Ce paramètre (") est caractéristique du substituant sur la molécule
(HANSCH et LEO, 1980).

HAMMETT a aussi développé des constantes caractéristiques de la position
de la substitution pour des composés aromatiques r <rs, os1 et op pour les positions
ortho,meta etpara de la substitution (HAMMETT, 1935).

D'autres constantes de HAMMETT ont été modifiées pour rendre compte
d'autres particularités structurales telles que :

- Indice de TAFT o* représentant I'effet électronique de composés
aliphatiques en 1956;

- o* et o- développés par BROWN et OKAMOTO en 1958 caractérisant
respectivement les substituants accepteurs et donneurs d'électrons (DEARDEN, 1990).

ActuellemenÇ plus de20 q/pes de constantes de HAMMETI ont été, ou sont
utilisées (SWAIN et LUPTION, 1968).

Bien que ces constantes puissent être calculées, elles peuvent être facilement
retrouvées dans des banques de données ou des tables (DEVIII trRS, Communication
personnelle).

b) Constante de dissociation (pKa)

le pKa peut être également considéré comme un paramètre électronique. En
réalité, il caractérise I'effet de "délocalisation des électrons" permettant de donner
naissance à une hydrolyse des composés chimiques.

I-e pKa peut être calculé à partir des valeurs de (cf équation 6), mais il est
préférable de recourir à un système expérimental afin de mesurer le pKa

4.2.4. [æs paramètres stériques

I-es paramètres stériques caractérisent la taitle et/ou la silhouette des
substances chimiques. Leur importance dans les relations Structure/Activité (ou
Structure/Biodégradabilité) est d'autant plus grande qu'ils interviennent dans l'activité
biologique des micro-organismes au niveau du contact substance/micro-organisme (site
accepteur) et au niveau de la biodisponibilité des substances pour les micro-organismes.
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Il est possible de distinguer deux tlpes de paramètres stériques :

- paramètres caractérisant la taille des substances ;

- paramètres caractérisant la silhouette des substances.

a) Paramètres de "taille"

Divers paramètres, des plus simples au plus complexes, peuvent être relevés
dans la littérature des Q.S.AR.: poids moléculairg volume molaire, surface
moléculaire, rayon de Van der Waals (et paramètres rattachés),....

a.1.) I-e poids moléculaire (PM)

Cest certainement le plus simple et le plus facile à obtenir de tous les
pararnètres structuralrx que I'on peut relever dans la littérature sur les relations
Structure/Biodégradabilité. Il caractérise la masse relative de la molécule considérée.

a.2.)l*volume molaire

Il est défini comme êtantle rapport de la masse moléculaire sur la densité.

n peut être déterminé, pour une substance chimique solide, soit
expérimentalement par une mesure du volume extrapolée à une dilution infinie de la
substance dans l'eau, soit par le calcul en sommant les volumes de Van der Waals
(obtenus à partir des rayons de Van der Waals) de chacun de ses constituants.

a3.) l-a surface moléculaire

C.e paramètre caractérise la structure tridimensionnelle de la molécule. Son
accès semble simple, mais nécessite toutefois un outil informatique puissant afin d'en
déterminer une valeur numérique. Il peut néanmoiru être estimé à partir des valeurs de
rayon de Van der Waals des constituants atomiques de la molécule concernée (BONDI,
19,6/.).
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a-4.)l-e, rayon de Van der Waals (et les paramètres rattachés)

I-e rayon de Van der Waals est fréquemment utilisés pour l'étude physique
des composés chimiques. Il est de plus en plus employé dans les études de relations
Structure/Activité.Il caractérise en effet la longueur de la liaison d'un substituant à une
molécule mère et de ce fait ne devrait être appliqué qu'à des composés chimiques
substitués, et qui plus est des substituants dont la forme est la plus sphérique possible,
afin de n'en pas limiter I'usage (DEARDEN, 1990).

Il peut être mesuré par diffraction aux rayons X de la liaison considérée
(BONDI, 1964).

b) Paramètres de "silhouette"

Comme pour le chapitre précédent, de nombreux paramètres peuvent être
relevés dans cette catégorie: paramètres de Stérimol, Indice K"ppq indice de
branchement de Austel, analyse de la surface moléculaire, différence topologique
minimale, paramètres en 3-dimensions,...(DEARDEN, 1990).

Dans cette catégorie, seule la longueur de Stérimol est utilisée comme
paramètre physico-chimique dans l'élaboration de relations Structure/Biodégradabitité.

b.1.) Paramètre de Stérimol

[-a longueur de Stérimol est la longueur définie selon l'a:re principal
d'énergie minimale ("minimal overlay" en anglais) de la substance etfou de ses
substituants.

De même, des profondeurs de Stérimol (notées 81 à 84) peuvent être
envisagées.

Tous ces paramètres sont calculés à partir des rayons de Van der Waals,
enchainés les urrs aux autres selon les angles entre les directions que prennent les
atomes (variant entre 0 et 90 ).

[,e tableau III-II donne un aperçu de quelques valeurs de paramètres de
Stérimol pour différents substituants (DEARDEN, 1990).
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Substituant L B1 B2 B3 B4

H 2,M 1,00 1,00 1,m 1,00

CI 3,52 L,80 1,80 1,80 1,80

CH: 3,00 1,52 1,90 1,90 2rM

n-CaH9 6,17 t,52 1,90 1,90 4,42

OH 2,74 1,35 1,35 1,35 1,93

Noz 3,44 1,70 1,70 2,44 2,44

Tableau m-m : Exemples de valeurs de paramètres de Stérimol
pour différents substituants

b.2.) Autres paramètres stériques

L'indice Kuppq basé sur les graphes de molécules différentes de I'hydrogène
dans une substance chimique, et I'indice de branchement de Austel, basé sur le nombre
de liaison ne faisant pas intervenir I'hydrogène, sont des paramètres qui caractérisent le
taux de branchement (substitution) de la molécule (DEARDEN, 1990).

Bien qu'intéressants au niveau des relations Structure/Biodégradabilité, ces
indices n'y trouvent pas encore d'applications à cause de la difficulté de trouver des
données sur ces paramètres.

4.2.5. Autres paramètres

D'autres paramètres ont été utilisés par différents auteurs pour élaborer des
relations Structure/Biodégradabilité. Ainsi, DEARDEN et MCHOI-SON (1986)
utilisent la différence de module de charge atomique d'une liaison X-Y d'une molécule
(A16'trx-v ubrégée DMc x-ù.

L-a différence de module de charge atomique d'une liaison déterminée à
partir des valeurs d'énergie minimale d'une molécule prend en compte les effets des
substituants et leur position sur une molécule.
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Récemment I'utilisation de données de spectroscopie (GC-MS, GC/IR-F[)
ont été utilisées pour l'élaboration de Q.S.B.R. (MOORE et coll., 1989). Ainsi, la
fréquence et I'intensité des pics IR (correspondant à une structure définie, liaison C=O
par exemple) ont été employés avec succès pour établir des Q.S.B.R. (STEEN et
COLLETTE, 1987).

4.3. I-es indices tooolosiques

4.3.1. Généralités

Dans l'élaboration de relations Structure/Activité ou Structure/Bio-
dégradabilité, I'idée est de représenter par une valeur numérique la structure
moléculaire. l* moyen le plus simple d'y arriver est d'assigner au( structures des
nombres nommés "indices", qui appliqués au graphe structural de la molécule
définissent un "indice topologique".

Les indices topologiques représentent alors de manière simple, et
numérique, une structure moléculaire, quelque soit sa complexité.

I-a majorité des indices topologiques sont rapportés à un terme de voisinage
entre les atomes, ou à un terme de distance absolue entre ceux-ci. De ce fait, ils peuvent
être calculés sur des matrices de voisinage ou de distance (SABLIIC, 1990).

En 1990, SABLIIC établit une liste exhaustive des différents indices
topologiques existants (indice du groupe ZAGREB, indices de connectivité, indice Z de
HOSOYA nombre de WIENER, index de GORDON-SCANTLEBURRY, index J de
BAI-ABAN, indices d'information, indice centrique).

Parmi ces indices topologiques, seuls les indices de connectivité ont été
utilisés pour établir des Q.S.B.R.
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4.3.2. [-es indices de connectivité

Introduits par RANDIC (1975) puis développés et exploités par KIER et
HALL en1976 et par de nombreux autres auteurs (MURAKAMI et FUKAMI, 1985,...),
ces indices topologiques sont ceux qui ont été les plus utilisés dans les études de
relations Structure/Activité et Structure/Biodêgradabilité, ainsi que dans d'autres
domaines de la physique ou de la chimie.

a) Nomenclature

I-es indices de connectivité sont tous représentés sous la même forme
caractéristique,

nv
X

i
où :

- X correspond à I'indice lui-même,

- un exposant entier (n) situé à gauche du désigne I'ordre de I'indice.

- un exposant (v) à droite du caractérise un indice de valence ou non

- un indice (i) à droite du (p, g pc ou ch) spécifie la sous-classe du graphe
structural étudié.

b) Caractéristioues des sous-graphes

I-a, longueur des sous-graphes, ainsi que leur forme interviennent dans le
calcul des indices de connectivité.
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b.1..) Lnngueur des sous-graphes

Uordre de I'indice de connectivité définit la longueur des sous-graphes
structuraux impliqués dans le calcul de I'indice de connectivité (Tableau III-IV).

ordre de I'indice
de connectivité

longueur du graphe

0 l atome

I 2 atomes

2 3 atomes

n n+ 1 atomes

Tableau III-IV: Exemples de longueurs de sous-graphes
en fonction de I'ordre des indices
de connectivité.

b.2.) Forme des sous-graphes

Elle est définie par la nature de l'indice situé à droite de I'indice de
connectivité. Ainsi, "p" correspond à des sous-graphes linéaires ("path"), "C'correspond à
des sous-graphes ramifiés ("cluster"), "pcn correspond à des sous-graphes mixtes,
linéaires possédant des branchements ("path/cluster") et "ch" correspond à des graphes
de forme cyclique ("chain type").

c) Formulation - Calcul

I-es informations utilisées dans le calcul des indices de connectivité sont le
nombre et le tlpe d'atomes et de liaisons, ainsi que le nombre de valences électroniques
des atomes.
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Tous les indices de connectivité sont calculés sur la fraction non-hydrogène
de la molécule. Chaque atome (différent de I'atome d'hydrogène) est affecté d'une
valeur qui est égale soit au nombre d'atome (différents de I'atome d'hydrogène) qui
lui sont adjacens (voir exemples en annexe III-D, soit à la valence de cet atome (cas des
indices de connectivité de valence).

I-es indices de connectivité peuvent alors être calcutés selon la formule
générale:

m v nm ; m+1- ' l  -0,5
x  =  t  I  r  (6 i )  |  (Eq .7)

g i = l t j = 1 - J S

avec: m : ,_o-,r-Çre de I'indice de connectivité,
ûm i nombre de sous-graphe S (de type g) correspondant au

produit des valeurs attribuées aux sommets (ou atomes) $1

Ainsi, en appliquant cette formule générale à la détermination des indices de
connectivités d'ordre O,1,2,... et n, on peut obtenir les équations suivantes :

ordre 0 : 0X = :n (e) -0,5 (F-q.8)

ordre I

ordre2

ordre n

1X - >'(e;e;) oÉ

2X = rn (6i6j6ù {,5

nX = xn (6;6;6pdp.6J aJ

(F,q.e)

(F4. 10)

(Eq. 11)

d) Cas des indices de connectivité de valence

Il est possible de faire la différence entre des indices de connectivité dis
"simples" où chaque atome est caractérisé par le nombre de ces voisins (différents de
I'atome d'hydrogène) et des indices de connectivité dits "de valence" (Xv) où I'on
considère la valence de chaque atome impliqué dars un sous-graphe.
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[-a valence d'un atome peut être calculée selon la formule :

6v = zv -h (Eq. 12)

avec Zv : :ralence électronique de I'atome,
h : nombre d'atome d'hydrogène.

En 1986, BOETHLING définit une formule corrigée pour le calcul de la

valence des hétéroatomes des molécules comportant des liaisorn doubles ou triple :

zv -h
6 v = (Eq. 13)

z -zv -h

avec Z : nombre total d'électron de I'hétéroatome,
Zv : valence électronique de I'atome,
h : nombre d'atome d'hydrogène.

I-a formule générale devient, pour le calcul d'un indice de valence :

m \ I  J l rn r  m*1-  t  -0r5

x :  t  l r  (6 iv )  |  (Eç1a)
g  i : l  t  j : t  -  J S

avec: m : ordre de I'indice de connectivité,
nm : nombre de sous-graphe S (de type g) correspondant au

produit r des valeurs de valence attribuées aur( sommets (ou atomes) 6jv.

Des indices de connectivité dont I'ordre peut atteindre 6 on pu être observés

pour l'élaboration de Q.S.B.R. (NIEMI et coll., 19S7). Il faut de plus noter que certains

indices de connectivité peuvent être corrélés avec différents autres paramètres physico-

chimiques tels que la solubilité ou le Kow (SABLIIC et PROTIC,1982).

4.3.3. Lautocorrélation

I-es difficultés à trouver suffisamment de données structurales en \nre

d'élaborer des Q.S.B.R. a rendu nécessaire I'utilisation de nouveaux outils de

"quantification" de la structure chimique.

Un premier pas a été franchi avec l'utilisation des indices topologiques et

plus particulièrement des indices de connectivité.
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Dans ces conditions, MOREAU et BROTO (1980) et DEVILLERS et coll.
(1936) proposent une nouvelle approche pour décrire la structure chimique. Cette

approche est basée sur I'utilisation des méthodes d'autocorrélation" et I'emploi des

fonctions d'autocorrélation. (BROTO et DEVILLERS, 1990).

Ces méthodes d'autocorrélation permettent de définir pour chaque molécule

un vecteur d'autocorrélation correspondant au graphe structural de la molécule , et

mettant en jeu n'importe quelle propriété physique, chimique ou physico-chimique liée

aux atomes (volume de Van der Waals,logP,...).

Cette technique, dont un exemple est cité en annexe III-[, présente de

nombreux avantages (possibilité de codage d'un grand nombre de molécules' calcul

standardisé quel que soit la substance, adaptation possible à une structure tri-

dimensionnelle,...) malgré la nécessité d'un recours à I'ordinateur pour le calcul
(BROTO et DEVILLERS, 1990).

V. Méthodes d'analyse utilisées nour l'élahration des O.S.B.R

Létablissement de relations Structure/Biodégradabilité, bien que

subordonnée principalement à I'existence de données de biodégradabilité et de

descripteurs de la structure moléculaire, nécessite la mise en oeuwe d'un système

d'analyse de ces données.

Deux types de démarches sont à priori envisageables.

I.a, première consiste en une analyse empirique des résultats de

biodégradabilité sans y corréler de terme descriptêurs de la structure chimique. Cette

démarche est la plus simple, mais elle n'ofifre toutefois qu'un intérêt timité dans les

études de relations Structure/Biodégradabilité. Elle conduit à deux grands types de

relations empiriques (Fig. III-1).

I-a deuxième démarche peut être considêrée comme l'étape centrale des

études de relations Structure/Biodêgradabilité. Deux approches peuvent toutefois être

distinguées, permettant d'obtenir respectivement des relations Structure/Bio-

dégradabilité quantitatives et qualitatives (Fig III- 1).
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ANALYSE DE REI..ATIONS
STRUCTURE/B IODEGRADAB ILITE

ANALYSE
STATISTTQUE

Classif ication

booléenne

Classement Approche

Quantitative

Àpproche

Qualitative

Figure III-1 : Méthodes d'anallae utilisées pour les Q.S.B.R.

5.1. Analyse empirique

Ces analyses, uniquement basées sur une observation logique de la
biodégradabilité des substances chimiques permettent d'obtenir 2 tlpes de relations :

- des classifications booléennes,

- des classements.

5.1.1. [-es classifications booléennes

Ce type de classification permet uniquement de regrouper en 2 classes -

biodégradables et non biodégradable - des substances qui ont vu leur biodégradabilité
testée selon une même technique de détermination de la biodégradabilité ; la nature des
substances peut toutefois varier.
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5.1.2. [-es classements

Il s'agit de classer les substances dans un ordre de biodégradabilité croissante
(ou décroissante) suite à une simple observation de leur biodégradabilité respective.

De telles relations (relations d'ordre) peuvent mener à des relations plus
évoluées que I'on appelle "relations inductives'. Dans ces dernières, on établit un
parallèle de variation entre la biodégradabilité de substances chimiques, issues de la
même famille chimique et testées dans des conditions identiques, et un caractère de la
structure chimique.

Ces relations sont plus rigoureuses bien que tout aussi intuitives que les
précedentes

De plus, elles peuvent engendrer des études plus précises en mettant en jeu

un (ou des) descripteur(s) de la structure chimique, et donc mener à des relations
statistiques.

5.2. Analyse statistique

Selon le type des données de biodégradabilité (qualitative ou quantitative) il
est possible d'appliquer différents types d'analyses statistiques (DEVILLERS, 1989).

Ainsi, deux tlpes principaux d'analyses statistique peuvent être distinguées à
ce niveau: des analyses quantitatives - menant à des relations Structure
Biodégradabilité Quantitatives - et des analyses qualitatives - menant à des relations
Structure Biodégradabilité Qualitatives.

5.2.1. Analvses quantitatives

Les seules démarches statistiques correpondant à des analyses quantitatives
sont des analyses en régression (simple ou multiple, pas à pas,...) qui entrainent
l'établissement d'équations mathématiques plus ou moins complexes. Ces équations
conduisent alors à un modèle de cprrélation quantitative (IV\RCHER et DEVILLERS,
1ee0).

l_L3



Régression

I-e concept de base de la régression est d'expliquer une variable y; (dans le
cas qui nous concerne, la biodégradabilité) par une autre variable x1 (dans le cas qui
nous concerne, la structure moléculaire représentée par un descripteur) selon
l'équation:

y i  =4f \ t  T  i (Eq. ls)

avec: i = L,Z,...,n
<etp coefficients de régression 1'<f intersection avec I'a:re des
ordonnées de la ligne de régression et(3 la pente de la ligne de
régression).

L^a qualité de cette équation du point de vue statistique etst donnée par le
résultat d'une analyse de la variance des résultats (théoriques et calculés). Cette analyse
conduit à I'obtention d'un F de FISCHER qui permet d'estimer si la relation est
significative.

"Outliers"

Létude de la variance résiduelle permet d'établir I'existence de points que
I'on peut considérer cofirme noutliers".

r-"existence'd'outliers'exprime le fait qu'une subbstance ne se compofte pas
comme ses congénèreq qu'une erreur de mesure s'est produite, que le descripteur de la
structure d'une molécule est entaché d'une erreur (DEVILLERS et LIPNICK 1990).

5.2.2. Analyses qual itatives

Dans les cas où les données sont non-numériques, où les variables
explicatives (paramètres structuraux) sont fortement inter-corrélés, des limitations
interviennent dans les analyses statistiques rendant nécessaire I'utilisation d'outils
statistiques d'analyse qualitative :

- analyse en composantes principales,

- analyse factorielle des correspondance,

1_14



- analyse discriminante,

- régression stochastique,

- méthode des projections.

a) Analyse en composantes principales

lJanalyse en composantes principales (ACP) développée dès le début du

siècle par PEARSON en 1901, puis HOTELLING en 1933 (MEMI, 1990) a @nnu un

regain de popularité dans les dernières années. En effet, cette technique dont les

objectifs sont (1) de développer de nouvelles variables (non corrélées entre elles) en vue

d'une nouvelle analyse, (2) de détecter une liaison entre des variables sur la base d'une

réduction des données et (3) de confirmer la structure d'un ensemble de variable et de

déterminer te poids de ces variables dans un système explicatil a êtê utilisée pour

l'établissement de relations Structure/Activité. Cette technique est toutefois moins

développées dans le cas des relations Structure/Biodëgradabilité.

Il est possible à l'heure actuelle d'envisager une utilisation croissante de

I'ACP dans les études de relations Structure/Biodégradabilité.

Un exemple d'analyse en composantes principales est développé en annexe

III-m sur la bases de données de biodégradabilité de différentes substances, dans

différents tests;obtenues par GERIKE et FISCHER,L979)-

b) Analyse factorielle des correspondances

L'analyse factorielle des correspondances (AFC) est une approche

multivariée permettant de représenter les lignes et colonnes d'une matrice de données

dans un espace vectoriel de faibte dimensiorU et ainsi de faciliter leur représentation

graphique.

Des exemples d'AFC appliquées à l'étude des relations Structure/Actiwté

sont développés par DEVILLERS et I(ARCHER (1990). Peu d'exemples appliqués aux

études des relations Structure/Biodégradabilité peuvent être observés dans la

littérature.
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c) Autes analyses qualitatives

D'autres méthodes d'analyse qualitative ofi ê;ê,utilisées pour développer des
S.AR., alors qu'elles ne I'ont pas ou peu été pour les S.B.R.

Ces techniques bien connues au niveau statistique commence à poindre au
niveau des études de relations Structure/Activité, avec plus ou moins de bonheur:

- analyse discriminante

C-ette technique d'analyse dichotomique multiétape permet de développer
des modèles de relation Structure/Activité (BORGSTEDT et ENSLEIN, 1990).

- méthode de projection des variables

Cette technique développée récemment permet, après classification,
détection des "outliers" analyse des données, d'établir à partir d'une matrice de données
(centrées et réduites) une régression par une méthode des moindres carrés partielle ou
SIMCA et de représenter ainsi les différents points (GEI-ADI etTOSATO, 1990).

VI. Structure-biodegradability relationships

Le document présenté dans les pages suivantes (p 117 à143) a été
publié dansl'ouwage:

"Practical Applications of Quantitative structure-Relationships
(aSAR) in Environmental Chemistry and Toxicolog/,
lV. KARCHER and J. DEVILLERS (Eds-), 1990.
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SIRUCTURE. BIODEGRADABITITY RETATIONSHIPS

P. KUENEMANI.II, P. VNSSEUNI. ONd J. DEVILTERS2
lcenlre des Sciences de l'Environnement
570OO METZ - Fronce.

2cenlre de Troitement de l'lnformotion Scientifique
0l5OO AMBERI€U en BUGEY - Fronce.

Biodegrodobility is one of the mosl importont porometers governing lhe persistence

of pollutonts in the environment ond consequently influencing their behoviour ond

their toxicity in oquotic ond tenestriol ecoq6tems-
Biodegrodobility tests which hcnre lo be conducted for the ossessment of subslonces

notified to regulotory outhorities. ore lhus of mojor importonce. Yet such tests ore

not eosy to corry out ond their interpretofion moy be problemotic. So. ossessing the

fote of chemicols in the environrnent from the simple study of their structure would

be interesting. This review is o zurvey of sfudies deoling with the relotionships between

the structure ond the biodegrodolion of oçonic chemicols-
tn the first port. doto rekeling to Structure-Biodegrodobility Relotionships. will be

considered. The second port will focus on Quontitotive StrucfureBiodegrodobility

Relotionships (QSBRs) ond on the most relevonl stolisficol methods ond descriptors

ovoiloble in this contoct. Ihe discrrssion deols with the strenglhs ond weoknesses of

61SBR sfudies ond with recommended opprooches ond oreos of future investigotions.

Experimentol or environmentol conditions of the selecied studies ore not mentioned

here to keep the text concise : fhough porometers such os temperoture. pH.

inoculum. nutrients. oerobic or onoerobic conditions, ond concentrotion of the,tested

chemicols must be considered in interpreting the results. os they ploy o leoding port

in the process of biodegrodolion.

| . Structure- Biodegrodobility Relolionships

Two sefs of biodegrodobility studies con be distinguished :
- studies teoding to o booleon clossificotion : substonces ore declored

biodegrodobte ond non biodegrodoble wilhout estoblishing ony scole of

degrodobility.
- studies ollowing o ronking of subslonces in fheir order of

briodegrodobility. 
J4J 

.i

W. Karchcr oad !- Devitlers (eds.l. Proaicol Applications of Qrantitativc Structure-Acrivity Rclotionships (QSAR) in

Environmcntal C hcni stry aad To.ticology. 343-370.
@ 1990 ECSC. F-EC. EAF-C.llrusscls ancl Lnrcmbourg.
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The most recolcilront molecules or polymers were first listed by Alexonder (l) :
polychlorobiphenyls. synfhelic polymers (ocelole royon. corbo4ymethyt ceilutose.
cellulose ocetole, nylon. poly(methyl melhocrylote), polystyrene. polyurethone. silicon
resins). pesticides (moslty chlorinoted hydrocorbon insecticides). surfoctonts betonging
lo ol$y'benzene sulfonotes with highly bronched olkyl moieties, industriot orgonic
pollutonls (chloroonilines. chloronitrobenzenes. dioxone....).

Another interesting study wos done by Kowosoki (4S) clossifoing the degrodotion
polency of vorious chemicols tested wilh the some MlTl procedure (otiphotic.
oliqyclic. oromolic. polycyclic, heteroqyclic compounds). Some chemicol structures
were proven not to be biodegrodoble:

- guoternory or tertiory corbon bonctings, (toble l)
- hologens on olipholic, oromotic or heteroqyclic compounds,
- tertiory omines (toble 2),
- otiqyclic structures (except qyctopentene ond qlclohexonone).
- nitro, omino, ond sulfonic subsfituents on oromotic derivotives (phenol.

benzoic ocid. oniline, toluene).

The copocity to Uodegrode depends not onty on the chemicol strucfure but otso on
the experimentol or environmentol conditions. Thus, Voishnov ond Bobeu (73)
studying the influence of nofive microorgonisms from different oquotic origins showed
thot nophtholene ond N+nethylomine were resistont in every condition tested, since
hexodecone ond 4-fed-butylbenzoic ocid. thot were persistent with microorgonisms
from ground woters, were in controst hiodegroded bV bocterio from surfoce woters.
Gerike ond Fischer (30) comporing the performonces of stondord methods of
biodegrodobility ossessment on 40 vorious chemicols, found discreponcies omong
test responses for some not eosily biodegrodoble substonces (toble 3). They stressed
thot resistonce mo1' otso be due to toxic or inhibitory properties of the test
compound-

I.2. RANKING OF DEGRADATION POTENTLAT

The ronking of substonces in their relotive order of biodegrodobility is more voluobte
thon booleon clossificotion to estoblish StructureBiodegrodobitity Relotionships. Such
sfudies imply on enroluotion in identicol experimentol conditions ; they generouy
concern substonces derived from the some chemicol structure ond beoring different
substifuents.
Yet, some sfudies deol with compounds belonging to vorious chemicol cotegories ;
substonces con be ronked in order of decreosing biodegrodotion. An evoluotion of
the scole of hx'odegrodotion of 78 priority orgonic compounds wos done by Urono
ond Koto (71) ; occording to lheir strucfure. substonces could be ctossified os
follows:

1L8
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N o n  b i o d e g r a d a b l e
i n  e v e r y  t e s t

N o n  B i o d e g r a d a b l e
.  i n  o n e  o r

two tes ts  *

d i  s c r e p a n c i  e s
a m o n g  o t h e r

t e s t  r e s u l  t s

l n h i b i  t o r y
s u b  s  t a  n c e s

C y c l  o p e n t a n e t e t r a
c a r b o x y l i c  a c i d

P o l y v i n y l  a l c o h o l
(  PVA)

Ca rboxymethYl
c e l l u l o s e  ( C l 4 C )

€ t h y l e n e d i a m i n e -
t e t r a a c e t i c  a c i d
(  EDTA)
E t h y l e n e  o x i d e -
p r o p y l e n e  o x i d e
b l o c k  p o l y m e r

1  .  3 -  B e n z e n e d i  s u l
f o n i  c  a c i  d

3 - A m i n o b e n z e n e -
s u l f o n i c  a c i d

t - M e t h y l  p Y r r o l  i d o n e

Benzy l  ami  ne

3 - N i  t r o p h e n o l

0 i e t h y l e n e  g l Y c o l

T e r e p h t h a l  i c  a c i d

2 - N i  t r o b e n z o i  c  a c i d

0 i  e thano l  ami  ne

4 -  N i  t ropheno l

Tr i  e tha  no  I  ami  ne

N - M e t h y l a n i l i n e

P y r i d i n e  .  ' : -

2 - C h l o r o b e n z o i c
a c i d

3  -Ami  nopheno l
P e n t a e r y t h r i  t o l

T e r t i  a r y  b u t a n o l

3 - C h l  o r o b e n z o i  c
a c i  d

2 - C h l o r o a n a l  i n e

S u ' l f a n i l i c  a c i d

3  -Ami  nobenzo i  c
a c i  d

2 - N i  t r o p h e n o l

Hydroqu i  none

T B S A

L A S b

8 0 f i 0 A c c

C T A B d

' MlTl or ctosed bottle fest.

o) IBS tetropropylenebenzenesulfonole.

b) l.qs lineotolkylberuenesulfooole.

c) BDMDAC benzyldirnethyldodecylcmmonium chlorkJe

d) CIAB cetyltrirnethytomrnonium bromlde.

Toble 3 : comporison between b,iodegrodobility results for vorious chemicols tested

with OECD Screening test, AFNOR T 9G302 test Sturm test. MlTl test. Zohn-Wellens

test. Closed Eottle Test. ond OECD confirmotory test (30)'

corbo4Ylic oclds,
olcohols,
esfers,.

kelone,
olefine sulfoles

ond sulfonofes

diomlnes, omino.
nitro, sulfonlc
oromofic oclds,

nophfhol

olkyl elhers,
hologenoled.

omlno, nllro,
sulfonic benzene
ond Phenols

Vofkmon et ot (75). oudot (53), ond Boyono et ot (4) studying the biodegrodotion of

oil componenls showed fhot olkones. cyclic olkones, ond monooromolics were fhe

most biodegrodoble. while pentooromotics ond osphottene resins were the most

resislont.(toble 4)

L2L



iiii.:I)iri)ii:

348

0 r d e r  o f  b i o d e g r a d a b i  I  i  t y Author

5a tu  ra  ted
i p h a t i c  p a r ô f f i n s

s t r a i g h t  c h a i n s

unsa tu  ra  ted
A r o m a t i c  h y d r o c a r b o n s
branched cha i  ns

a l
Leuenbe rge  r

( 4 8 )

a l  k a n e s  >  a r o m a t i c s S o l a n a s  e t  a l
( 6 7  )

n  a n d  i s o  a l k a n e s  >  c y c l  i c  a l k a n e s .  s u l p h u r  a r o m a t i c s
>  d i  .  t r i c y c l  i c  a r o m a t i c s  >  t e t r a a r o m a t i c s .  s t e r a n e s .
t r i p e r p a n e s .  n a p h t h e n o a r o m a t i c s  >  p e n t a a r o m a t i c s .
a  s p h a  I  t h e n e s  .  r e s  i  n s

0udot
( 5 3 )

a l  k a n e s  >  a l  k y l  c y c l o h e x a n e s . a l  k y l  b e n z e n e s  >
a c y c l i c  i s o p r e n o i d  a l k a n e s  >  m e t h y l n a p h t h a l e n e  >

C 1 4 - C 1 6  b i c y c l i c  a l k a n e s  >  s t e r a n e s  >  d i a s t e r a n e s
V o l k m a n  e t  a l

( 7 5 )

s a t u r a t e d  >  m o n o c y c l i c  >  p o l y c y c l i c  >  S - P A H s B a y o n a  e t  a l
( 4 )

Tobte A : order of biodegrodobility of different closses of chemicols

The following relotionships could be estoblished for some pesticides :

. Methorychlor ) Lindone > Heptochlor, suggesting thot under onoerobic

conditions, the Ctostdium sp. involved possess on en.zyrne system which con degrode

o voriety of chlorinoted hydrocoôons (64, ô5)-
. Corboryl ) Methylporolhion ) Pentochlorophenol , with soltmorsh

microorgonisms (10).

Biodegrodotion of some oliphotic ond polyoromotic hydrocorbons expressed in 9o
t Â''CO2 , gove lhe following order:

Nophtholene ) Hexodecone > Pristone ) Benzonthrocene (25)

Roubol ond Allos cited in (25) noted fhot supplementing the minerol medium with

nitrogen ond phosphorus resulted in o chonge in this order: Hexodecone being then

more ropidly degroded thon nophtholene.

The opprooch consisting of studying derivotives of o similor bosic struclure

is more fruitful ; the length of corbon choins. the presence of olcene bonds. diozo

groups, or polycyclic slructures, the noture, the position. ond the number of

substituents con be correloted with the rote of the process of biodegrodotion :

subslitutions of oromotic rings were often used for this purpose.

The influence of the following will be considered :
- size of o molecule (number of corbons. number of rings).
- soturoted or unsoturoted,
- noture ond degree of subsfilulion.

L22
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1-2.1- tnltuence olcorbon number in otiplwlic cfrorns- This porometer is directly relofed

lo the size ond the moleculor welght. lt expresses the length of lineor corbon choins

whether they ofe soturoted or unsolurotect' stroight or bronch€d' Two situofions con

be observed :

. "An increosed number of corbons fovours biodegrodotion",

in the cose of imioes ond omides <zsl' èac,g olighotic-kefones ond c1-cg olcohols

(74>. c4l|otpnotrc otcohots 07), cl;; z.àYo estett (55). ond diomines' the lotler

required 3 or more corbons between ;ti" 2 nitrogen groups to be biodegrodoble

(62).

. .An increosed number of corbons reduces biodeglodotion".

in the cose of tineoi otkones (3. 67). row à.iot (29). odipic ocid esters (ô3)' oliphotic

ocids ond otcohots (20. 34), c-9-cl5 odpnotc olcohols (73)' cltCta olkyl benzene

sutfhonotes (3t), àromotic nv.it*àto*s substituted with ott<yi cnoins (75)' ond

ph tho |o tes inu t r i cn tn " tongo t i pho t i ccho ins reduce the ro teo fhyd ro tys i so f the
esfer bond ( 52. 69,72)'

l .2 .2. tn f luenceotr ingnumber incyct icêompounds.Monystudies,specio | ly thoseof
Fedorok ond westlsçs (25)' Oudot iSl)' 

'vottt-on 

"1 
sl QS)' Boyono et ol (A)

demonstrote thot:

' nAn increosed number of rings impedes biodegrodotion"

Nevertheress. the forowing order *os obËined by oudot (àg) studying the microbiol

deg rodo t i ono fpe t ro |eumcompon . . t . : nond i soo | kones )6 , l , 5ond2 r i ng
olkones, sulphur oromotics, mono oàmotics > 3 ond 4 ring olkones' 2 ond 3 ring

oromotics ) letrooromotics' sterones' triterpones' nophthenooromotics )

pentooromi?::3,Ïii'*:],jlv1,5r1'i., ore considered more resistont thon their

non-sulPhur equivolents (4' 53)' '

1.2.3. tnfluence of double ænd (c - C.).Controdiclory resu|ts were found ; soturoted

compouncswerereportedtodegrodemorereoditythonunsoturoted(48);butUno
ond Gorcio (70) fàund thot double bond on the ocid moiety focilitofes the

biodegrodotion of non ionic surfoctonts'

1-2.4. lnftuence of diozo groups (-^J : N-). According to the results of Brown ond

Loboureur (12), Brown ond Homburger tti) showing thot polyozo dyestuffs ore less

likely to be reliobty degroded thon mono or diozo closses :

' "An increosed ozo bond reduces biodegrodotion"'

1 .2 .5 . |n f luenceof thenotureo fomorrcsubs fu ïuent .Whe|heronoromot icoro | iphot ic
sfruclure. it oppeors thot:

. "An hydro oTl or corboxylic group enhonces biodegrodobtlity"'

L23
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os shown for oliphotic, oromolic non substifuted hydrocorbons (59, 60, 7l) olicyclic

compounds (7ô). .or pyridine derivotives (6ô). The corboxylotion of phenol ond

hydroxylolion of benzoic ocid slill increose their degrodolion (59, 60).

In conlrost:
. 'Amino, ond obove oll hologens, nitro, ond sulfonic groups generolly

decreose suscepfibility to biodegrodotion"
The influence of lhese substituenfs on benzene, phenol, benzoic ocid. ond loluene

wos studied in depth by Pitter (59.60). Poris el ol (54). Urono ond Koto (71). Young

ond Rivero (78) (toble 5).
The recolcitront effecfs of sulfonic derivotives were shown by Leidner el o/

(47), Urono ond Koto (71). Brown ond Homburger (ll), ond olher outhors.

As for olkyl subslifuents, fheir unfovourobte effects ore in relotion to the

length ond the bronching chorocler of the corbon choin otloched on on oliphotic or

oromotic compound os ouflined obove by Volkmon et ol (75). Johnson el ol (42),

Sugott eî ot(69), ond Urushigowo ond Yonezowo (72).

. ,".,- Bronching prevents os well the microbiol degrodoiion of qyclo-

poroffins (6).

Monomethylotion of oliphotic ocids ond olcohols does not offect

oppreciobly their degrodotion (2O. 3A).
The unfovouroble effects of hologens were olso observed on oliphotic

compounds. speciotly on ocids ond olcohols by Koufmon (44), Dios ond Alexonder

(20) ond on biphenyl compounds by Furukowo et ol (27) ond Furukowo (28).

It is not cleor whether chlorinoted olkones ore more eosily biodegroded thon

brominoted ond iodinoted ones. Differences moy be ottributed lo experimentol

conditions ond to the species involved. Jofuert ond Wolfe (40) using notive sediment

microorgonisms under onoerobic conditions. found lhe following order of

biodegrodotion for dihologenoted ethones, | ) Br > CI.

ln controst. chlorinoted olkones were rnore ropidly degroded thon the brominoted

ones by Acinetobocfer sp isoloted from octivoted sludge, os shown by Jonssen el o/

(41) .
Nocordio degroded the mono hologenoted propionotes in the order | > Br > Cl. On

the other hond. the Pseudomonod degroded 2-iodopropionote less ropidly thon

either the chloro ond bromo dedvotives ; but, neither orgonism could decompose

these fluorinoted compounds (44).

1.2.6. lnftuence of the posilion of o monosubstituent. tt olso offects the focility of

decomposition. The orfho positon of OH, COOH groups on phenols ond benzoic

ocids increoses the rote of their biodegrodotion, os ortho hydronylotion is one of the

steps leoding to ring opening.
Phenol substituted ùitfr chtorine decomposes in the order orlho > melo >

poro occording lo Bonerjee et ol(2).
Anitines substituted with COOH. OH or Cl groups in orlho biodegrode

more ropidly fhon lhe meto ond poro corresponding derivotives (59). On the olher

hond. ortho position is unfovouroble for methyl ond melho4yonilines (4ô).
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Ioble 5 : Influence of the noture ond the posilion of o substiluent on the order
of biodegrodobilify of oromotic derivotive compounds.
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In the cose of oliphotic compounds. o subslituenl neor lhe end of o

choin beoring the.corboxyl or hydroxyl group whefe lhe microbiol metobolism is

presumobly initiofed, mokes the molecule less susceplible fo ottock os shown with

hotogenoled olipholic ocids ond olcohols bv Dios ond Alexonder (20). ond

pheny|corboxy| icocidsbyLeidneretol(A7)ondBoyonoelo/(5).

1.2.7. tnttuence ol the number of substiluen/s. The fotlowing relotionship wos confirmed

in mony studies (toble 6):

. nAn increosed substituent number decreoses the susceptibility to

i'ffii::ï; : - methytsubsritr.enrs on nophthotenes (75). otiphotic ocid.

ond otcohols (20. 44) : dimethylotion on different corbons prevents their degrodolion.

since monomethYl does not.
- otkyt subsfituenfs on oromotic hydrocorbons (75)'

- s u l f o r . û c g r o u p s o n s u b s t i t u t e d b e n z e n e s ( c 9 ) o n d o z o

dyes (l I)
. hotrcgens (ch|orine, bromide) on o|iphotic, oromotic, ond

potyqfcfic compounds (2O.28. 44).

fn foct, the @siîion of the potysubstituenls interferes greotty with the biodegrodobility

of oliphotic compounds os well os oromotic hydrocorbons'

Disubstitution on the some corbon, leoding to o quoternory corbon.

results in fhe recolcitronce of o lineor choin,

Dimethylotion of nophtholenes is more or less prejudiciol depending on

the corbon subslituted ; on orthoposition would be hormful occording to Volkmon el

ol (75) : he found thot 1,2-DMN ond 2,3-DMN were less ropidly degroded thon l'3-

DMN. l,40MN, ond 1,5-DMN. On the other hond. solonos et ol (67) found thot 1',2-

DMN wos omong the most eosily degroded nophtholenes. thot he hod studied' while

1.4-DMN wos not.
Dihydroxyloted pyridine wos shown by Sims ond sommers (66) to be less

eosily degroded wifh OH groups in ortho posiiion'

Adjocent chlorines impede the microbiol decomposition of oromotic

compounds : 3,4dichlorocotechol is poorly degroded compored io 3'5-

dichlorocotechol os shown by Dorn ond Knockmuss (22) ; in generol' compounds

wifh chlorines in meto position decomposed more reodily thon others (44)'

In foct. this seems dependent on species : steiert et ol (68) noted thot

Ftowbocteriurn completety dechlorinoled ond minerolized 2,Gdichlorophenol' while

other dichlorophenols were not ropidly degroded : in controst' 2'Gdichlorophenol

wos not decomposed by Pseudomortos cepocrb Ac1læ. but 2.3-, 2.4-. ond 2'5-

dichlorophenol were. These differences moy be reloled to the specific loxicity of lhe

compounds to the microorgonisms involved in the degrodolion process'
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1.2.8. lnfluence of structurot crrnplexlîy. The obove porometers relote to the size. lhe

molecutor welght, ond the strucfurol complexity of o substonce.
An Increose In these pcirometers ls generolly ossocloted with o decreose in the

copoclty to biodegrode (tobfe 6) ; os shown by Heôes (36) on polyq/clic oromotic

hydrocorbons, Colberg ond Young (14) on oligolignols under onoerobic condilions.

ond Volkmon el oI (75) on qyclic ond oromotic compounds. As summorized by

Oudot (53) :

' 
"A higher moleculor weight results in o lower biodegrodobility",

o r d e r  o f  b i o d e g r a d a b i  I  i t y Substances Au tho rs

th reo  fo rm =  ery th ro  fo rm Vera t ry l  g lycero l
B - 2 . 4 - d i  c h l  o r o p h e n y l

e ther
(mode l  fo r  I  ign in
b i  odegradat i  on
s tudy )

Z i  t z e l  s b e r g e r
e t  a l  ( 7 9 )

Copo lymers  >  homopo ' lymers

e s t e r - c o n t a i n i n g  p o l y m e r s  >
p o l y m e r s  w i t h  a m i d e .  u r e a  a n d
u r e t h a n e  g r o u p s

Polymers

H u a n g  e t  a l
( 3 9 )

monosubst i  tuent  > d i  subst i  tuent .
Cw>Cô>CB>Ccr

te r t i a ry  >  qua te rna ry  ca rbon

A l  i p h a t i c  A c i d s
a n d  a l c o h o l  s

D i  a s  a n d
Al  exa  nde r

( 2 0 )

S t r a i g h t  >  b r a n c h e d  c h a i n s
S e c o n d a r y  a m i n e  >  t e r t i a r y  a m i n e

N - C - C - C - N  >  N - C - C - N

Reca lc i t ran t  excep t
amines  w i th  0H .  C00H g roup
ter t iary  N = heteroatom

A l i c y c l i c  A m i n e s

0 i  ami  nes

t e r t i a r y  a m i n e s

:

Rothkopf  and
B a  r t h a  ( 6 2 )

Toble 6 : Observed relotionships between b,iodegrodobrility ond strucfure for
different hydrocorbons.

This exploins the complex structure of degrodotion residues of petroleum

components (53, 75) ond the recolcitronce of polymers. In this cose. the gool is the

synthesis of more degrodoble polymeric structures : occording to Huong el o/ (39),

on increose in ester group or hydroirzoble linkoges would gront higher

conformofionol flexibility to the potymer, which would therefore be more eosily

degrodoble.
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It would olso be inferesting to be oble to foresee lhe bonding siles on o molecule

suscepfibte to enzymotic ottock. Moss specfroscopy (MS) would provide voluoble

informotion. De Jorig ond Testo (43) considered MS wos fhe most suitoble meons of
predicting the biodegrodotion behoviour of olkylbenzene sulfonotes.

These dolo demonstrole lhe closed correlofions exisling between structure

ond biodegrodotion. They orgue for o study of the quonlilotive relotionships between

lhese poromelers.

2- Modelling ond stollstlcol onolyses of blodegrodobility dofo-

The process of opplying QSAR ond SAR lechniques to biodegrodotion sfudies is

dubbed OSBR (Quontilotive SlructureBiodegrodobility Relotionships) ond SBR
(Suolilotive StructureBiodegrodobility Relotionships) respectively.

2. I . SUANTITATIVE STRUCTURE-BIODEGRADABILITY RELATIONSHIPS (ASBRS).

There ore bosed on simple ond multiple regression onolyses ; the models obtoined

ore presented in toble 7. The biodegrodotion porometer used os dependent
vorioble con be the following : biodegrodotion rote constont (Kb) (72). second-order
rote constont (RC) Q, 69), percentoge of decomposition ofter 12 doys (% D) (44).

percentoge of lheoreficol gx/gqn demond (% ThOD) (2O. 34. 74), rote of

biodegrodotion (v in mg x g-r x h r) (59), five-doy biolog'rcol orygen demond (BOD)

(15. 16. l7). biodegrodotion holf-time Oqd (2. 58. 59). AERUD (oerobic ultimote

biodegrodotion) which is o semi quontitotivê estimotion of biodegrodotion given by

experts (8),.... Ihese octMties hove been successfully coneloted with different

mofeculor descriptors such os : moleculor weight (MW) (7) ; PKo (2, 58.59) ; Hommet

constonts (58, 59) j Knu. the role constont for olkoline hydrolysis ; log P (7, 74 ;
retention times (RT) Q2Y': hydrophobicity constont n (13) ; von der Wools rodius (56) ;

Sterimot tenght porometer 111 (15) ; occessible molecutor surfoce (ASA) (15) ;
moleculor connectivity indexes (7) ; otomic chorge (15' 16' 17) ; infrored peok

frequencies ond intensities @9)... 
:

The biologicol interpretotion of most of the obtoined equotions is principolly bosed

on the sign of slope of the regression curve-
Most of univoriote strucfure biodegrodobility relolionships, using only one descriptor

of fhe moleculor structure concern relotionships with hydrophobicity.
Thus, if we consider the following equotion obtoined by Boethling (7) for 12

phtholote esters :

R C = - 2 4 . 3 0 8  l o g P + 3 9 4 . 8 4 0  n = 1 2  r = - 0 . 9 3 1  s = 3 7 . 4 7 7  F = 6 5 ' l

we con sfress thot on increose in lhe tog P volue is correloled wilh lhe decreose of

the primory biodegrodobility (RC) of lhe phtholote esters.
On fhe sorne fomity of compounds. by onology wilh the ctossicol porobolic model of
Honsch os cited in (19), Urushigowo ond Yonezowo (72) found thot the rote of

biodegrodotion could be estimoted by the following porobolic equotion :

fog K = - 2.Oq (log RT)2 + l.l9 log RT - l.l5 12 = 0.986

L2a



355

These outhors suggesled thot the rofe determining step of the degrodolion of the

pntnotot" esters bioctVoteO sludge wos the penetrotircn through the cell memb(one

qystem-
Voishnov et Ot (74'l hOve olso proposed o porobol'rc model os on expression of o

quontitotive relotionship between lcg % ThÔD ond log P for oq/clic ketones' Ïheir

equotion wos the following :

fog (% ÏhoD) = - 0'106 (log P)2 + 0'241log P + l'682

n= lO  r=0 .99989  ?=O.99979  s=0 '03  F= l l ' 068

Howevec to property model the biodegrodotion of these compounds they used the

following bilineor equotion :

log (96 ThOD) = 0.698 log P - 0'867 log (0'617 P + l) + l'870

n= lO  r=0 .99996  p=g '9g92  s=0 '02  F=18 '583

lndeed, from o stotisticol stondpoint the differences between the two obove

equolions ore morginol, but oocording to Voishnov et ol (74) the bilineor model

àËpeoreo to give Jsomewtrot ctoser fit to the expedmentol doto.

Urushigowo ond Yànezowo (7.2), Voishncnr et ot (74). Bonerjee et ol (2) observed olso

o n"gàtiu" retotioninip betuà hydrophobicity ond biodegrodobiility.

Note thot experimentol hydrophobi'c consionts do not integrote bronching of

olipholic structure. qycJing of chemicols, ond do not ollow for closed conelotions

with biodegrodotrility in the c:ose of non-lineor structures, os for instonce substituted

fÀenots (5À) or suosfttuted oromolic compounds (58' 59)'

Poris ef oI (55) found on tne conirory o positive relotionship between the

hydrophobicity ond nydrolysis of 2,4dichloiopheno4yocetic ocid <2'4-D) esters with

CI-CB oliphotic subsfituting choin :

log K6 = (0.799 t 0-098) logKo*, - (ll'463 t 0'204) ? = O'9aS 1n=6)

Forchforinoted2,A-Desters,lherelotiondoesnotf i tsowell

fog kO = (0.135 1 O.OB2) log Ko* - (10'865 t 0'313) ? = O'473 (n=5)'

The some observotion wos done by Yonezowo ond urushigowo (77) tor..oliphotic

olcohols ; but os the chemicol conientrotions introduced in the test medium were

token into occount insteod of dissotved concentrotions' these results hove to be

interpreted with core.

Moore 
", 

o1 149) from the results of Boneriee et ot (2) for chlorinoted phenols' ond

Pitter (58, 59) from their studies on phenols ond onilines' observed o positive

conelotion between pKo ond biodegrodobility'
Nore thot 2,ôdichtorophenot ror ctrtorinoteo pnenots, dimethylphenols for phenols'

ond 2,5-dimethyl- ond 2chloroonitines were considered os outliers by Pitter (59) ond

withdrown from the correlotion onolysis'
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Correlotions were obtoined between Hommetf o (33. 35. 5l) ond biodegrodobitity
for substituted oromotic compounds thot degrode more ropidly when the
corresponding Horirmett constonl is higher (58. 59). This wos olso observed with
cotechols (22) ond substituled propizomides (13).

The biodegrodoUlity of o lot of chemicols (olcohols, ocids. 2,4-D esfers.
phtholofes....) could be coneloled with connectivity indexes (32).
A synthesis of results from Dios ond Alexonder (20). Hommond ond Alexonder (34)

for olcohols ond ocids, Poris el o, (55) for 2,4-D esiers ond Sugott et ot (69) for
phlhololes hos been mode by Eoelhling (7). , 2

It oppeors.thot connectMty indexes which express bronching (-zCni. tant. 4çni.

ond 'Chi'p 
Orovide o negotive correlotion wilh biodegrodotion, os do morè

comprex noexes.
The only exception çoncerns porks on 2,4-D esters (55) where on increose in
connectMty indexes (zChiv onO Jcnio) leods lo on increose in hydrolysis of the ester
bond.

A number of positive conelolions were obtoined between the difference in fhe
modulus of otomic chorge of o selected bond of o substonce (DIMAC X-Y) ond the
biodegrodobility (expressed in fivedoys BOD) for different substonces. The lineor
regressions obtoined by Deorden ond Nicholson (15. 16, 17) ore those presenting the
best correlotion coefficients. An increose in the difference in the modulus of otomic
chorge of o selected bond X-Y in o molecule wos coneloted with on increose in the
BODS. os shown by the following equolion :

BoD = 1.015 103 DMACx_y + 1.523 r=0 .991  s=3 .822

obtoined with 197 subslonces (olcohols, omines. ocids. ketones....) (17).

Other physicolchemicol porometers. Sterirnol length porometer (L). moleculor
surfoce (ASA), ond moleculor weight (Mw) provide correlotions with ihe
biodegrodobility of differenl substonces. Sterimol length porometer ond moleculor
surfoce correlote positively for olkones (15). while moleculor weight correlotes
negofively for phtholotes (7).

Poris el o, (56) found thot von der Wools rodii were the best descriptors for fhe
biodegrodotion of substifuted phenols. In controst, constonts indicofive of
hydrophobic effects did not correlole for frese compounds.

Two physicol-chemicol porometers, Hommet o ond hydrophobicity constont n. were
oble lo modelize the biodegrodotion of propizomides ond lheir onologues in soils
( l3 ) .

The use of specfroscopy (GC-MS. GC/FT-IR) moy be extended 1o QSBRs (49).
Correlotions hove been found for substonces contciining substituent groups thot
offect bofh biodegrodotion role conslonts ond lR peok frequencies or intensities.
Correlotions were observed between pesficide omide linkoge hydrolysis ond lR
omide I ond ll peok. A negotive correlolion hos been found between
biodegrodotion of di-n-olkyl-phtholote eslers ond lR r._u peok inlensity. In this lost
cose. on increose in the length ond the degree of-bronching of the olÇl choin
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increoses lR C-H peok intensity ond is ossocioted with o decreose in biodegrodotion

rote conslonfs (49).
Other studies odded Foùrier Tronsform{R (FT-|R) to the QSBR opprooch by meons of

mulfivoriote regression onotysis.

Subs ta  nces Equa t  i  ons r  ( 1 2 ) n F :s R e f  .

p h t h a l a t e s

p h t h a l a t e s

acyc l  i  c
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R C " =  - 2 4 - 3 1  l o g P  +  3 9 4 - 8 4

l o g ( % T h O D )  -  -  0 . 1 0 6  ( t o g P ) 2
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Toble 7 : Quontitotive Structure'Biodegrodobility Relotionships observed in the

literoture.
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:.:r i: l i :-:: ' ,.r i::

Toble 7 : Quontitotive Structure-Biodegrodob;ility Relotionships observed in the
literoture (Continued).
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to oulhors wtro glve biodegrodotion doto'

TobteT:Quonti tot iveStructure.Biodegrodobi| i tyRelot ionshipsobservedinthe
literoture.

A c o r e f u l i n s p e c l i o n o f t h e m o d e l s | i s t e d i n l o b | e T c . g n r e v e o l s t o t i s t i c o l p r o b | e m s
oltowing us to exptàin some discreponË;; ;t*t"n outhors' These problems concern

the number of compounds of tn. rràininô set (generoiiv ut'v limited) ond/or the
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number of moleculor descriptors inlroduced in lhe regression onolysis procedures
which con be loo high in some coses comporeç! lo the size of lhe troining set. ond
the quolity of the stolisticol porometers (i.e. ; r. (. s. ond F). Furlhermore, lÀe lock of
consistency between some QSBR models con be due to discreponcies between the
biologicol dofo (e.9. : endpoints. source of microorgonisms. stote of occtimototion.
concentroiion of the tesl chemicol...). This lost point is cruciol ond exploins lhe
methodologicol problems occuring in QSBR studies. Indeed, lhe scorcity of
biodegrodotion doto in fhe literoture. the multiplicity of sfondordized testing
procedures, lhe lock of welldefined endpoinfs for biodegrodotion. ond the voriobitity
of the obtoined results for o some compound (49) ore responsibte for the limited size
of lhe troining sets (comporotively to those used in toxicology) ond the poor
predictive quolities of fhe obtoined QSBR models. Therefore. it is obvious thot the
regression onolysis procedures ore not suifoble to model biodegrodotion doto while
multivoriote onolyses con be used to overcome some methodologicol ond stotisticol
problems.

2.2. SUALITATIVE STRUCTURE-BIODEGRADABILITY REI-ATIONSHIPS (SBRs)

One odvontoge of SBR sfudies over QSBR sfudies is thot more chemicots
con be introduced in the troining sets becouse less stringent requirements ore
ploced on the doto. Indeed, while in SSBR studies the doto ore defined
quontitotively, in the SBR opprooches the biodegrodobility of the orgonic compounds
is only scored semiquontitoliveV (e.9. ; briodegrodoble or non-biodegrodobte.
occording to different closses of octivity). However, from o methodologicol point of
vierr, lhe creotion of two or more groups of octiùty con be difficult to justify ond
sorne stotisticol problems con orise wfren these different dosses ore not bolonced in
number. ln order to identifo the differences between the persistent ond the
biodegrodoble compounds. the discriminont onolysis (DA) con be used.
Thus. Enslein el o/ (24) hove employed this stotisticol opprooch in order to modet
opproximotely 250 chemicols for which BOD volues were avoiloble. Their compounds
were described by rneons of moleculor connectiùty indexes, the number of
hydrogens, the number of oxygens, ond so forth. Their model (run l0) clossified 88 o/o
of the clossifioble chemicols occurotely, producing opproximotely I I orb of folse
positives ond I % of folse negotives, with opproximolely 42 % of chémicols thot
could not be evoluoted. DA hos been olso used by Niemi et o/ (50) in order fo
exomine the structurol feotures ossocioted with the persislence or degrodotion of
287 chemicols tested with the stondord BOD procedure. Their multivoriote stotisticol
onolysis consisted of (i) colculoting 54 moleculor conneclMty indexes (MCl). five
physicochemicol properties ond eight principol components from the MCl. (ii)
clustering the chemicols on fhe bosis of the principol components ond log P, ond (iii)
discriminoting between persistent ond degrodoble chemicols using the MCt ond the
physicochemicol properties os discriminoting voriobles within eoch cluster. The best
iterotion correctly predicted 85 % of the degrodoble chemicols ond 94 96 of the
persistent chemicols. As o second step, these outhors proposed o heurislic opprooch
using the results of the obove muttivoriote onolysis ond the literoture on
biodegrodotion to identify o series of structurot feofures ossocioted with degrodobte
ond persistent chemicols. This new opprooch ollows to correclly predict 9l ob of the
degrodoble chemicols ond 96 % of the persistent compounds.
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closses ossocioted with degrodobleTwelve struclurol feotures or chemicol
compounds could be defined (toble B).

0 e s c r i  p t i o n  o f
a s s o c i a t i o n

Number
C o  r r e c t  I  Y
pred i  cted

of  chemi  ca  I  s
I n c o r r e c t l Y
pred i  c ted

o n e  h a  I  o g e n  s u b s t i  t u t i  o n  o n
a n  u n b r a n c h e d  c h e m i c a l
o n e  c y a n o  s u b s t i t u t i o n  o n  a n
u n b r a n c h e d  c h e m i c a l
a  I  dehydes
hydroca rbons
a l  c o h o l  s .  e s t e r s .  a n d  a m i  n e s
a c i d s
a m i n o  a c i d s
su I  fona tes
b e n z e n e  r i n g s  w i t h  v a r i o u s
s u b s t i t u t i o n s  a n d  l o g  P  <  2 . l B
b i p h e n y l  a n d  2  o r  l e s s . h Y d r o x Y -
s u b s t i  t u t e d  p o l y a r o m a t i  c s
c y c l  i c  c h e m i c a l s  c o n s i s t i n g  o n l Y
o f  C .  0 .  N .  a n d  H
t w o  a r o m a t i c  r i n g s  ( n a P h t h a l e n e
a n d  a m i n o n a p h t h a l e n e )

n 
'SdoYs 

BOD

test (50).

On the other hond, sixteen strucfurol feofures or chemicol closses were ossocioted
with the persistent compounds (toble 9).

These opprooches, \ /hich give rother good results, con be used to: ropidly

ossess the relotive blbdegroCobility of orgonic compounds. However,it is importont to

note thot folse negotives onO folse positives do not hove the some meoning

depending on the côntext of doto €voluotion. Thus, in industry, o folse prediction on

o bioOegiodoble substonce would be expensive becouse bioossoys hove to be

done, thôugh unnecessory. On the other hond, os for os environmentol monitoring is

concerned. considering os degrodoble o nondegrodoble chemicol could be o reol
problem for ecoqystems. lt would be interesting to test other moleculor descriptors

t".g. ; outocorrel-olion desqiptors) ond nenr stotisticol methods (e.9. ; foctoriol

disériminont onotysis) (18) in order to minimize the number of 
'folse 

negotives ond

folse positives ond to improve the quolity of lhe SBR models.

0
0

l3
2
0
3
0

0

r5
6

64
29
13
15
2T

2

0

2 l

l ' . lbi. ' i : : i l , i : l ::

t_35



Li

362

O e s c r i p t i o n  o f
a s s o c i a t i o n

N u m b e r  o f  c h e m i c a l s
C o r r e c t l y  I n c o r r e c t l y
p r e d i c t e d  p r e d i c t e d

-  t h e  p r e s e n c e  o f  a t  l e a s t  o n e  l l
t e r t - b u t y l  t e r m i n a l  b r a n c h

-  e p o x i d e s  6
-  a l i p h a t i c  c h e m i c a l s  w i t h  f u s e d  3

r i n g s  a n d  n o  b r a n c h e s
-  two te rmina l  i sopropy l  subgroups  3

f o r  a  n o n c y c l i c  c h e m i c a l
-  a l i p h a t i c  c y c l i c  c h e m i c a l s  5

w i t h o u t  b r a n c h e s
-  o n e  o r  m o r e  h a l o g e n  s u b s t i t u t i o n  1 2

on a  branched.  noncyc l  i c  o r
cycl  i  c chemi ca I

-  a t  l e a s t  o n e  i s o p r o p y l  o r  d i m e t h y l  4
a m i n e  s u b s t i t u t i o n  o n  a  c y c l i c
c h e m i c a l  w i t h o u t  o t h e r  d e g r a d a b l e
s u b s t i  t u t i  o n s *

-  t w o  h a l o g e n  s u b s t i t u t i o n s  o n  a n  3
u n b r a n c h e d .  n o n c y c l  i c  c h e m i c a l

-  more  than two hydroxy  subs t i tu t ions  2
o n  a n  a r o m a t i c  r i n g

-  two or  more  r ings  (w i th  a  few B
e x c e p t i  o n s *  )

-  t w o  t e r m i n a l  d i a m i n o  g r o u p s  o n  a  I
n o n c y c l  i c  c h e m i c a l

-  m o r e  t h a n  I  a m i n o  b r a n c h  o n  a  r i n g  2
w i t h  n i t r o g e n  a s  a  m e m b e r  o f  t h e  r i n g

-  t w o  t e r m i n a l  d o u b l e - b o n d e d  c a r b o n s  I
o n  a n  u n b r a n c h e d  c h e m i c a l

-  b e n z e n e  r i n g  w i t h  >  2  s u b s t i t u t i o n s  1
( n o n - h y d r o x y )  a n d  l o g  P  >  2 . I B

-  c y a n o  g r o u p  o n  a  c h a i n  c o n s i s t i n g  I
o f  >  B  a toms

-  h i g h l y  b r a n c h e d  c h e m i c a l s

0
0

i,rtl:::iti.i:.:;i

0

Q ,

0

0

'See tobb 8

Toble 9 : strucfurol feofures ossocioted with resistonce in sdoys BoD test (50).
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3- Dlscusslon

Esfoblishing struclure biodegrodobtility relotionships requires core in the quolity of

doto used in the onolyses ; this opplies to biodegrodobility criterio os well os lo

descriptors of chemicol slructure used in Quontitotive Structure-Biodegrodobility

Relotionships ond Structure-Biodegrodobility Relotionships-

Biodegrodobility moy be opprecioted differently occording to outhors : primory

biodegrodobility expresses the disoppeoronce of fhe octive ond chorocteristic

functions of the molecrrle ; it signifies thot microorgonisms initiote o decomposition

but it does not meon thot the compound witl be completely minerolized. From on

environmentol point of vienar, ultimote degrodofion is the best criterium to consider : it

con be evoluoted by meons of Biochemicol O41gen Demond (BOD), CO2 releose, or

disoppeoronce of Dissotved Orgonic Corbon (DOC) ; the period of time for studying

biodegrodotion is olso highly vorioUe : it ronges from 5 to 42 dop in stondord

methods. Five doys BOD is o critedon often used in StructureBiodegrodobility studies

since 8oD5 doto ore ovoiloble for o lot of chemicols ; mo-reqver' its evoluotion does

not requirà o bng period of time. But BODS must be considered only os o screening

tool os it expresses simply the obility of o compound to be ropidly degroded : poor

BODS results does not meon thot the substonce connot be decomposed over o

longer period of fime.
So, the significonce of biodegrodobitity resutts will be different occording to the

criterio ond the liming used in the sfudies. The results themselves moy vory occording

to the experimentol or environmentol condifions for not eosily degrodoble substonces

: they depend on the concentrotion of the tested chemicol. the noture ond the

quontity of inoculum used, or whether or not this inoculum is odopted to fhe

structure concerned. The importonce of testing procedures hos been underlined by

mony outhors (21, 30, 37, 38). Consequently. one needs to be owore of the influence

of these porometers utrren interpreting results ond to use homogeneous doto when

estoblishing QSBRS.
A multicriterio opprooch, thot integrotes the vorious situotions occurring: in the

environment os well os krborotory results of b'iodegrodobility. would be desiroble. In

foct, such o strotegry is slilt uncommon ond o unique criterion of b'iodegrodobility is

generotly considered In most studies. Boethling ef o/ (9) vrfren studying the feosibility

of developing on expert qystem for biodegrodobility ossessment, ore the only outhors

occounfing for both oerobic ond onoerob'ic processes of biodegrodotion. ond on

the fote of chemiCols in wosterurroter treotment ond receiving woters.

The quolity of descriptor volues is olso o necessity when setting quontitotive

retotionships. This requirement is fulfitled when doto çon be colculoted ond

withdrown from stondord tobles. The problem moy exist when meosuremenls ore

necessory ond when different methods con be used thot leod to somewhot vorying

resulfs. For instonce, olthough BODS methods hove been stondordized. numerous

intrinsic voriotions moy exist between bonk or literoture doto for identicol substonces.
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Eeside the need for coherent doto. volidity of QSBRs impties wide oppticobitity :QSBRs bosed on o few chemicols con be considered os unproven ; eliminotion ofoutliers. without understonding the reoson(s) why some chemicols foil to fit orelolionship. mokes its oppticobitity doubtfut.

rhe review of literoture on Slructure8iodegrodobrility Relotionships ollows the oefinition
of generol feolures of poorly degrodoble subsfonces : complex or polyoromotic
struclure, high moleculor weighl. bronched choins, or substitutions with hologenoted.
nitro, omino. ond sulfonic groups ore os mony different porometers leoding to
recolcitronce. Predicting the biodegrodobility of simple orgonic chemicols is possibte
on the bosis of these rutes : the feosobitity of on expert qrstem for biodegrodobitity
ossessment wos demonstroted by goethling et of (9) ; there wos o generol
ogreernent omong microbiologists porticipoling to the experrise on the obove
negotive strucfurol foctors of bx'odegrodotion, os well os on the hierorchy of vorious
groups contribruting to oerobic ond onoerobic biodegrodobility. But predicting points
of initiol microbiol ottock ond rotes of biodegrodotion wos not so obvious for some
chemicols; difficulties ore encountered os soon os lhe structure becomes more
complex. So, the development of stotisticol ond rotionol tools to express
biodegrodobrility is necessor)4 ot this time, it is the subject of o greot deot of
reseorch ond much interest.
Atfempts to seorch for simple QSBRs to predict b,iodegrodobitity with onty one
descriptor were first mode. For this purpose short series of chemicols were used.
Consequenfly, the opplicobility of relotionships obtoined moy be timited, os votiditv is
restricted to specific closses of compounds.

It oppeors thot hydrophobicity expressed os portition coefficient togp. R,
coefficient from reversephose chromotogrophy, is negotively co6eloted with
b'iodegrodobtility of CU€12 olcohols (73). In conhost. o positive retotionship is found
with hydrolysis of CtCg eslers of 2.4 D ; this is coherent with the higher copocity of
microorgonisms in using olkyl choins when their corbon number increoses in the
ronge from C1 to C6. Resutts ore not so cleor for phtholote esters though they ore
ropidly degroded. Urushigowo ond Yonezowo (72) showed thot the roteiof hyctrorysis
is the highest for dibutyl ond dipentyt esters ond decreoses greotty with di-
octylphtholote; Sugott ef oL (69) found in conhost o negotive relotionship between
hydro[ais ond comprexity of the diorkyr choins in the enfire ronge ct€so.

lncreosing pKo is correloted with o higher biodegrodobitity for substituted
phenols (49). chlorophenols (2). ond substituted onitines (49). The oppticobitity of rhe
lost two relotionships con be discussed os oufliers were exctucted. The eSBRs for
phenols wos estoblished on o limited series comprising chtorine. nitro. omino. ond
sulfonic substifuents : Pcyono ond pmethoryphenol u/hich were considered os
oufliers by Poris eî al. (54) were not included in the seraes sfudied. The inverse
relotionship observed between pKo ond degrodobility moy be exploined by the foct
thot electronic effects would be the dominont foctor governing the kinefics of
microbiol o4ydotion of phenols ; electron-withdrowing substifuents, such os chtorine,
decreose the nucleophilic chorocler of phenols ond coutd impede the etectrophilic
ottock by the orygeriose.
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This descriptor could be relevont lo ring o:oygenotion os soon os on explonotion to

outliers is given. Nevertheless its use is limited to ionizoble subslonces.

Electronic Hommet constont o, thot increoses with elecfrophilic chorocter

of o substituenl, is olso representotive of the optifude of o molecule to undergo

enzymotic ottock. The increose in a volue leods to on inhibition of the

biodegrodofion os shown by Pitter (57. 58) on phenols ond onilines.

, In foct l,2diorygenose involved in the first slep of degrodotion of the oromolic ring

is not onty influenced by electronicity of the substituents but this enryme con be

much more stereospecific ond sensitive to steric effects. ln these coses. Von der

Wools rodius of subsfifuents gives better conelotions thon Hommet constont o os

shown by Reineke ond Knockmuss (61) on the dio4ygenotion of metosubstituted

benzootes bV Psetrdomonos 813.
Moleculor connectivity indexes seern to be voluoble descriptors.

ocæunting for the strucfurol complexity, b,ronching, ond electronic chorocter thot

impede enzymotic occess to binding sites ond formotion of complexes with

decomposing en4yme. Such indexes ore negotively coneloted with b{odegrodobility

of substituted oliphotic ocids ond olcohols, phtholote esters. diolkylethers. ond N-

phenylcorbomotes (7). -
The indexes Ochi ond lchi 

"on 
be considered os the most representotive indexes of

the moleculor weight; 2Chi indicotes moleculor moss ond bronching os well ; ochi'

conelotes with olkone density ond reflects their "flexibilitV"rwttich decreoses in the

some time of their biodegrodobility rChi, oChi", ond 'Chipc ore indicotive of

bronching ond ore well coneloted with briodegrodohtlity whên choin bronching

constitutes o negotive foctor of biodegrodobility, os for instonce dimethyl substituents

on monocorboxylic ocids ond primory olcohols (2O,34>.
problems encountered with moleculor connectMty indexes orise from the

redundonce in otom counting. which occurs with indices of order superior to 3-

Minimizing this shortcoming would imply to include the frequency counts for the

indexes in the colculotions, os wos done by Niemi ef o/ (50) in o multivoriote

stofisticol procedure ; onother woy for solving the problem is to normolize the

connectivity index to the compound's moleculor weight (8); such normolizotion is

criticol os it reduces the weight of the porometer "position of substituents" ond

minimizes the negotive influence of bronching on polyqyclic or complex structures os

soon os different closses of chemicols ore considered.

2,40 esters controsted with other compounds reviewed by Boethling (7). os their

tronsformotion rote constonts increosed with increosing connectivity indexes. This moy

be due to the foct thot 2,4dicfitoropheno4yocetic ocid wos esterified with simple

tineor choins, ronking from methyl to ocfiy', without bronching thot could impede the

biodegrodotion ; os noted obove. the microb'iol use of C.,C6 oliphotic olcohols

increoses with the number of corbons in the lineor olkyl choin (55).

The univoriole structure.biodegrodobility relotionships con be useful fo

elucidote mechonisms of enzymotic octMty in the steps of biodegrodotion.

Notwithstonding their interest. they disploy shortcomings due to their limiled

opplicobility, os they were estoblished from limited series of onologues. In order fo

predict the biodegrodobility of chemicols, regordless of their chemicol structure.

more relioble methods ore necessory u/hich hove fo consider o series of
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descriptors representotive of o wide vodety of substonces rother fhon one defined
porometer ovoiloble for onty one smoll series of chemicols. The study of Niemi e/ o/
(50) oimeO ot thii objeclive by using o mulfivoriote stotisticol procedure ond o
heuristic method lo exomine the biodegrodobility of o number of chemicots. lt
oppeored thot UodegrodoUlity of hologens on bronched, qyclic or non cyctic
chemicols, os well os biodegrodobility of isopropyl or dimettryl omine cyctic
chemicols wos the most difficult to predict : this con be exploined by fhe foct thot
btiodegrodobility is greofi inlluenced by the number ond the position of substituents
on o qyclic or oliqydic strucfure, ond thot the influence of these substifutions is otso
dependent on the species invotved ond the experimentol conditions of degrodobility.

4. Corduslon

Biodegrodobility strucfure relofionships ore the subjecl of o lorge omount of
reseorch. But these sfudies ore sfill in their eorly stoges. At present, the possibilities of
opplylng QSBR to procficol problems ore timited. The quotity of biodegrodobitity
doto, of moleculor descriptor volues ore obsolute requirements for good QSBRs : the
seorch tor mullivoriote stotisticol methods ollowing relevont predictions of
degrodobility hos to be extended. Fruitful results ore expected from the development
of such sfudies.
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VII. Conclusion

Cette rewe plus ou moirn exhaustive des relations structure-biodégradabilité
permet d'effectuer quelques remarques concernant I'intérêt de ce type de relations.

En effet, malgré un nombre conséquent d'études ayant entraîné des relations

structure-biodégradabilité quantitatives ou qualitatives (nombre qui ne va qu'en

s'accroissant), il faut noter qu'un grand nombre de problèmes (ptus ou moins

importants) se posent concernant autant la réalisation et l'obtention de ces relations,

que leur utilité.

I-a première critique, concernant les problèmes liés à I'obtention de ces

relations, a été discutée en profondeur dans le chapitre préédent, et peut se résumer à :

- une utilisation de techniques d'évaluation de la biodégradabilité désuètes
(8OD5,...) ou impropres à une extrapolation à I'environnement (tests standardisés, par

exemple) ;
- une utilisation de descripteurs de la structure chimique qui ne sont pas

suffisamment représentatifs de celle-ci (solubilité, hydrophobicité, pKa,...) ou qui en

sont trop spécifique (différence de module de charge atomique, index de

connectivité,...) ;
- une utilisation de techniques statistiques impropres ou insuffisamment

puissantes (exceptées les techniques qualitatives).

Toutefois, cette première critique peut être liée à une jeunesse relative de

ces démarches, et pourra vraisemblablement être jugulêe par une progression de la

recherche dans ce domaine, à tous les niveau:c
RécemmenÇ I'utilisation de systèmes informatiques, hormis le fait qu'ils

favorisent I'utilisation de techniques d'analyse statistique de plus en plus complexes et

réalistes, a permis d'aborder une nouvelle approche des relations structure-

biodégradabilité (et structure-activité en général) :

I'application des systèmes d'intelligence artificielle (SZI-ADO\ry, 199 1).
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Ces techniques d'application de I'intelligence artificielle liées à des banques
de données exhaustives concernant les produits chimiques permettront certainement
d'obtenir des résultats probants dans le domaine de la réalisation de relations structure-
biodégradabilité.

I-a deuxième critique est plutôt liée 4 un problème de mauvaise définition,
ou interprétatiorq de ce tlpe d'études. En effet, les démarches entreprises par [e passé
dans les relations structure-biodégradabilité visaient surtout à établir une alternative à
la réalisation de tests de biodégradabilité.

C-ette démarche n'est toutefois pas correcte, il est en effet utopique, en l'état
actuel de nos connaissances, de penser à se passer de la réalisation de tests de
biodégradabilité.

Par contre, le concept "relations structure-biodégradabilité", lié à des
systèmes d'aide à la décision cohérents, pourra apporter une aide précieuse quant à la
nécessité d'effectuer ces tests de biodégradabilité, et pourra être d'un intérêt important
pour les industriels en quête d'enregistrement.

Ainsi, I'amélioration des techniques, l'utilisation de systèmes d'intelligence
artificielle, de banques de données sur Ia biodégradation (cinétiques et
environnementales) et sur les structures chimiques, permettront peut être dans le futur
de trouver en les "relations structure-activité" et en les relations structure-
biodégradabilité en particulier, I'outil qui améliorera la connaissance des substances
chimiques et qui diminuera les coûts d'étude de certaines de celle-ci.

L46



CONCLUSION



[-es tests de biodégradabilité actuellement utilisés pour déterminer la
biodégradabilité immédiate des substances organiques présentent une grande
hétérogénéité entre eux quand aux résultats obtenus. [-a plupart de ces différences
voient certainement leur origine dans des conditions expérimentales différentes. En
effet, ces conditions expérimentales varient de manière importante selon les tests.

Ces différences peuvent être réparties en différences fondamentales -

appareillage, technique analytique, concentration du produit testé (liée à la technique
analytique) - et historiques (sans fondements scientifiques apparents) - inoculum
(origine, concentration et préparation), milieu minéral (concentration et composition),
température et pFI, et intervalles de mesure.

Une des améliorations qu'il serait possible d'apporter aux tests de
biodégradation imrnédiate serait d'homogénéiser leurs conditions expérimentales. Un
effort important aêtê entrepris par IOCDE dans ce sens.

Toutefoig il serait plus opportun d'aller encore plus loin dans une telle
homogénéisation en tentant de rapprocher ces conditions expérimentales des conditions
environnementales dans lesquelles les substances dewaient être testées. I-e choix de ces
conditions environnementales se ferait par rapport aux horizons dans lesquels ces
substances risqueraient de se retrouver.

Un deuxième point important à développer dans le domaine de l'étude de la
biodégradabilité des substances chimiques est lui aussi lié à une difficulté à comparer les
résultats obtenus entre eux, et à comparer la biodégradabilité à d'autres phénomènes
importants régissant la persistance des composés organiques dans I'environnement
(dégradation abiotique, hydrolyse, adsorptiorL...).

Cette difficulté a pour origine 2 facteurs principaux: une différence des
conditions expérimentales (développés ci-dessus), et un mauvais contrôle de l'inoculum
et plus particulièrement de la concentration en bactéries réellement impliquées dans le
phénomène de biodégradation.

Une des solutions parmi les plus évidentes pour pallier à ce problème semble
être de déterminer la biomasse active (réellement impliquée dans le processus de
biodégradation).
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Toutefois, malgré un aspect simple dans le concept, les difficultés techniques
liées à la détermination de la biomasse active sont plus importantes. L'avenir, à ce
niveau, d'une technique telle que la technique du nombre le plus probable au 1aC,

développée par LEHMICKE et ses collaborateurs (1979) et reprise par nos soins dans
ce documeng doit être prometteur.

En effet, cette technique utilisant des composés marqués au 1€ présentent
des attraits importants (facilité à concevoir, difficulté relativement faible, précision
importante,...) qui dewaient jouer en sa faveur.

I.a, réalisation des tests de biodégradation retraçant des conditions
environnementales et autorisant la détermination de la biomasse active va alors
pennettre de développer des cinétiques de biodégradation et de replacer la
biodégradabilité dans le cortège des phénomènes environnementaux.

D'un autre coté, les processus de préparation des inocul4 acclimatation et
adaptation, peuvent permettre une amélioration des études de biodégradation. en effet,
ils permettent de standardiser les inocula (acclimatation) et d'augmenter la capacité des
micro-organismes à dégrader les substances organiques en augmentant la spécificité des
mécanismes enzymatiques (adaptation).

Toutefois, ces deux processus (acclimatation et adaptation)'ne relèvent des
conditions environnementales que dans le cas de rejets continus ou de pollutions
chroniques, et ne permettent donc pas d'extrapoler les résultats de biodégradatiorq
obtenus dans les tests, à I'environnemenl

[-a dernière question posait le problème de I'intervention des relations
structure-biodégradabilité dans la détermination de la biodégradabilité, les relations
structure-biodégradabilité sont-elles une alternative arrx tests de biodégradation ou
seulement un complément de celles-ci.

En définitive, il faudrait considérer les relations stnrcturê-biodégradabilité au
sein d'un système informatisé d'aide à la décision, et non plus comme une entité à part.

I-es relations structure-biodégradabilité développées plaées dans un
contexte strict pourrait permettre de définir le test le plus approprié à mettre en oeuvre
pour définir sa biodégradabilité en se rapprochant le plus possible des conditions
environnementales.
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Toutefois, pour arriver à des relations structure-biodégradabilité correctes du
point de vue biologique, il faudrait mettre en place, et respecter, les préceptes
préalablement définis au niveau de la réalisation des tests de biodégradabilité servant
de base à l'établissement de ces relations.

D'autre part, I'apport d'analyses statistiques correctement menées et une
connaissance plus grande des descripteurs de la structure moléculaire dewaient rendre
ces relations structure-biodégradabilité encore plus précises

I-a biodégradabilité et l'étude des mécanismes de biodégradabilité, bien
qu'ils semblent bien connus, n'offrent à I'heure actuelle que des réponses trop
spécifiques sur la biodégradation des substances organiques. En effef les études de
biodégradabilité ne s'appliquent qu'à la biodégradation de quelques substances
"réputées" (pesticides, hydrocarbures pétroliers,...), dans des conditions par trop
spécifiques et sélectives, sur lesquelles I'intérêt génêralse focalise.

En fait, nous avons une connaissance spécifique et précise de Ia
biodégradation de quelques substances dans des conditions particulières

, êt une connaissance des phénomènes globaux de la biodégradation
beaucoup trop faible.

Uamélioration dans le futur de ce dernier point permettra peut-être à la
biodégradabilité d'être mieux comprise, permettant ainsi un réel progrès dans les études
de biodégradabilité, I'interprétation des résultats qui en découlent, et leur application
dans des relations structure-biodégradabilité.
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ADDENDUM

Les publications suivantes ont été ommises dans la liste bibliographique :

GRADY, 1985

KITANO et TAKATSUKI, 1988

Toutefois, les références e)Bctes de ces 2 publications n'ont pu être retrouvées
malgré une interrogation à I'INIST.
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ANNEXE I-I

Courbes

de biodégradation immédiate



Figures 1 à 5

Courbes de biodégradation dans Ie test de biodégradabilité immédiate
OCDE modifié avec un inoculum frais.
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Figures 6à 10
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Figures l1 à 15

Courbes de biodégradation dans le test de biodégradabilité immédiate

Strum modifié avec un inoculum frais.
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Figures \6à20

Courbes de biodégradation dans le test de biodégradabilité immédiate

Strum modifié "tJTï;;"ur"* 
préconditionné'
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Figurei 2là25

Courbes de biodégradation dans le t"::::" biodégradabilité immédiate
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Figures 26à30

Courbes de biodégradation dans le test de biodégradabilité immédiate
en fioles fermées avec un inoculum préconditionné.
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ANNEXE III-I

Exemples de calcul

des indices de connectivité



l) Calcul d'indices de connectivité simples

a) Cas des pentanes (BOETI{LING, 19tt6)

a.l.) Pentane

STRUCTURE

trlll
_C-C_C_C-C_

' l ' l ' l ' l ' l

(Les nombres apposés atu( sommets correspondent aux nombres de voisins de chaque

" sommet)

- 0X Motif structural de base : L atome

0X = (lXF + (2)4,s + (2)r,s + (2)o,s + (l)rs = 4,1213

- lX Motif structural de base : 2 atomes

1X = (1)4,sx(2)-op + (2)a,sx(2)rs + (2)4,-5x(2)-o,s + (l)osx(2)rs =2,4L42

-2X Motif structural de base : 3 atomes

2X = (1)4,sx(zx,sx(2)rs + (2)'o-rx(2)rsx(2)rs + (l;-o,sx(2)o'sx(2)'os = 1,3536
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a.2.) Méthyl-2-butane

STRUCTURE

I-c-
l' l l l

-C_C_C_C_
' l ' l ' l ' l

(l-es nombres apposés aux sommets correspondent aux nombres de voisins de chaque
sommet)

- 01 Motif structural de base : 1 atome

0X : (t)r't + (3)os + (2)rs + (Z)as + (1)4's = 3,99L6

- LX Motif structural de base : 2 atomes

lX: (1)4Éx(3)ap + (3)4Éx(2)os + (3)rsx(t ; r5 + (Z)asx( l ) r ,s =2,2 '70L

-2X Motif structural de base: 3 atomes

2X: ( t )"sx(3)osx( l ) rs + (1)4,sx(3)rsx(2)aP + (3;a,s x(2)asx( l ) rs = 1,8027
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a.3.) Diméthylpropane

STRUCTURE
l-c-

l' l l'i;i-i '
-c-
'l

(I-es nombres apposés atrx sommets correspondent aux nombres de voisins de chaque
sommet)

- 0X Motif structural de base : 1 atome

0X = (l)r"s + (1)4J + (4)4's + (l)rs + (1)rs = 4,5000

- lX Motif structural de base : 2 atomes

lX = 4x[(l)rsx(4)r,s] = 2,0000

-2y Motif structural de base:3 atomes

2X = 4 x [(l)osx (4)-o5x (l)os] + 2x [(1)arx (4Xsx (1X,'] = 3,0000
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, l
b) Cas du phénol

STRUCTURE

([-es nombres apposés aur( sommets correspondent aux nombres de voisins de chaque
sommet)

- 0X Motif structural de base : 1 atome

0X = (1)4s + (l)rs + 5 x [(2)"F] : 5,1129

- lX Motif structural de base: 2 atomes

lX = [(1)4Éx (3)rs1 + 2 x[(3)"i x (2)r,s1
+ 4x[(Z)""x(2)rs]
= 3,3938

-2X Motif structural.de base:3 atomes

2X = 2x [(l)rs x (3)os x (2)os1
+ 2x [(l)"s x (2)rs x (2)rs1
+ 3 x (Z)'" x (2)rs x (2)rs;
= 2,4546
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- 3X Motif structural de base : 3 atomes

3X = 3 x [(l)rs x (3)rr x (2).,r x (2)-r's1
+ 2 x [(3)"é x (zf-s x (2)r's x (2)r''s;
+ 2 x [(2)"É x (2)rs x (2)os x (2)''sl
= 1,7742

2) Calcul d'indices de connectivité de valence
cas du phénol

[-es valeurs attribuées atu( sommets (atomes) sont corrigées par la valence de ces atomes
selon les formules des équations 12 et 13 du chapitre III.

STRUCTURE

Valeur attribuée à I'atome d'hydrogène :
o

o' t  
I

= (Z- 1)/(8 -2 - l) = 0,2

- 0X*t Motif structural de base : 1 atome

oxu = (+)r,t + (0,2)4,s + 5 x [(3)"él = 5,6228

t l\ ,
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- lXv Motif structural de base : 2 atomes

1;çv = [(0,21o,s x (4)451 + Zx [(4)4t x (3)o,s1
+ 4xt(3)4tx(3)a'sl
= 3,0287

-2Xv Motif structural de base:3 atomes

2x, = 2x[(0,2)as x (4)asx (3)rs1
+ 2xt(4)4t x (3)+s x (3)as1
+ 3 x [(3)"Fx (3)as x (3)os1
= 2,201'7

- 3Xu Motif structural de base :3 atomes

3;çv - 3 x [(Qz)aF x (4)asx (3)a"s x (3)o,s]
+ 2x (+)"e x (3)+s x (3)as x (3)451
+ 2x [(3;r"s x (3)os x (3)a's x (3)451
= L,5328

3) Calcul d'indices de connectivité prenant en compte le type de sous-graphes
structuraux (-Xp et mX")

Cas du phénol

Ces types d'indice de connectivité tiennent compte respectivement des motifs
structuraux ne contenant pas de ramifications et des motifs structuraux contenant des
ramifications latérales.

3;Kvn : 2 x[(0,2)ap x (4)ap x (3)rs x (3)rs]
+ 2x (+)'s x (3)os x (3)as x (3)as1
+ 2x [(3)"" x (3)+s x (3)+s x (3)451
= 1,1601

3;çv" - [(0,2)o'sx (4)r"s x (3)a5x (3;as1 = 037n
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ANNEXE III-II

Exemple d'autocorrélation



1)  Généra l i tés

Considérolls une étude de la distribution dans une structure chin'rique d'une

propriété chimique, physique ou physico-chimique quelconqu e f (c:atactérisée par /(i)

pour le ièmc atome)-

Chaque fonction d'autocorrélation F(e) sera définie par la formule :

F(e1 : rt f(i) x/(D)

avec: /(i) : proPriété du ième atome,

/fi) : propriété du jèmc a1srns,
o : intervalle de temPs.

Uintervalle de temps € peut être assimilé à la distance relative entre 2

éléments (ou atomes) dans le graphe moléculaire.

It est alors possible cle calculer pour chaque valeur de €, dans le graphe, une

fonction F d'autocorrélation. r--ensemble de ces fonctions définit alors un vecteur

d'autocorrélation propre à la molécule-

2) Exemole

Cas du Phénol

STRUCTURE

o
"l
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I-a détermination du vecteur d'autocorrélation peut être expliquée plus
simplement par I'emploi d'un tableau d'autocorrélation (nomenclature personnelle)
(Tableau I) dans lequel chaque colonne contient le produit/(i) x/(i) des propriétés/de
deux atomes i et j séparés par une distance donnée. [-es sommes des produits de chaque
colonne (pour chaque distance, xgn x1,...,E4) correspondentls aux composantes du
vecteur d'autocorrélation.

Distance
à partir de

0 1 2 3 4

a f(a)xf(a) f(aH(b) f(a)xf(c)
f(a)xf(g)

f(a)xf(d)
f(a)xf(f)

f(a)xf(e)

b f(b)xf(b) f(b)xf(c)

ft)xrG)
f(b)xf(d)
f(b)xf(fl

f(b)xf(e)

c f(c)xf(c) f(c)d(d) f(c)xf(e)
f(c)xf(g)

f(c)xf(Q

d (d)xf(d) f(d)xf(e) (d)*f(0 f(d)xf(g)

e f(e)xf(e) f(e)xf(f) f(e)xf(g)

f (0xr(0 r(0d(e)

g r(e)d(g)

X9 E1 22 E3 24

Tableau I : Tableau d'autocorrélation du phénol.
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ANNEXE III- i l I

Analyse en composantes principales

de données de biodégradation

D'après des données de GERIKE et FISCHER (1979)



Analyse en composantes principales
de données de biodégradation

D'après des données de GERIKE et FISCHER (1979)

I. Introduction

I.1. Généralités

IJanalyse en composantes principales (ACP) vise à présenter, sotrs une forme
graphique interprétable, le manimum de I'information contenue dans un tableau de
données constitué par des individus disposés en ligne (dans notre cas des substances
chimiques), pour lesquels sont mesurés des variables quantitatives disposées en colonne
(daos notre cas des valeurs de biodégradation observées dans différents tests de
biodégradation normalisés).

Pour un tableau comprenant p variables quantitatives, les individus peuvent
être représentés dans un "espace a p dimensions" que même les physiciens n'ont pas la
capacitê à'loir".

r-'' analyse en composantes principales (ACP) permet de visualiser les
individus dans des espaces de dimension plus petite (1. : droite, ou 2: plan) pour
permettre une observation plus simple de ces individus.

I.2. Principe (D'après PHILIPPEAU. 1986)

UACP permet de définir des droites, et des plans, qui sont realisés par des
combinaisons linéaires des variables initiales, formant des variables synthétiques.
UACP cherche ainsi I'indice qui permet de \oir" au mieux les individus, c'est à dire
celui pour lequel la variance pour les individus est miximale ; cet indice est appelé lere
comgrsante principale ou ler axe principal.

avo[:
Ensuite, un" 2ème composante principale est recherchée de manière à

i) une corrélation linéaire nulle avec la première composante principale,

ii) la variance la plus élevée.

I-e, processus se répète jusqu'à obtention de la pième
principale.
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3) Données de biodégradation introduites dans I'ACP
(GERIKE et FISCHER. 1979)

En 1979, GERIKE et FISCHER ont testé la biodégradabilité de 42

substances (Tableau I) couwant un large éventail de propriétés physiques, chimiques et

biologiques dans 7 tests de biodégradation différents :

- Test à unités couplées (unité Husman) (OCDE 303 A)
- Test ZAHN-WELLENS (OCDE 302 B)

HUS
z-w

co?
COD
SCR
CBT

- Test MITI (Essai Mm modifié, 1981) Mm
- Test STURM (Evaluation en milieu aqueux de la biodégradabilité aérobie "ultime" des

produits organiques solubles, (Méthode par analyse du dioryde de carbone dégagê,

1984) avec mesure:
(i) de la production de CO2
(ii) de la disparition du carbone organique dissous (COD)

- Test de screening de I'OCDE (OCDE 301 E)
- Test en fiole fermée (Essai en fiole fermée, 1981, 1985)

Il faut noter que, par rapport aux données de GERIKE et FISCHER (1979),

diverses substances, ainsi que le Test AFNOR ont été éliminés pour la réalisation de

cette ACP, trop de valeurs de biodégradation étant inexistantes.

I-es données brutes de biodégradabilité sont disponibles dans la publication

originale de GERIKE et FISCHER (1979).
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acide cyclopentanetétracarboxYliQue

éthylène o*yd"-p'opytè* oryd" (poty*èt")

acide 3-aminobenzènesulfonique

acide déhYdraétrque

acide 2-aminobenzoique

acide 4-aminobenzoique

acide 4-hYdroxYbenzoique

acide 3-hYdroxYbenzoique

acide 4-nitrobenzoique

4-nitroPhénol (PNP)

FISCHER rePrises
Noms des substanc 

ô iiJr" p"ni"l
dans fanalyse en composantes Pnnctl
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23 N-méthylaniline

24 pyridine

6 acide 2-chlorobenzoïque

26 Idem

27 3-aminophénol

28 Idem

29 pentaérythritol

30 butanol tertiaire

3l acide 3-chlorobenzoique

32 Idem

33 2-chloroaniline

34 acide sulfanilique

35 Idem

36 acide 3-aminobenzoïque

37 2-nitrophénol

38 Hydroquinone

39 tétraprolynène benzènesulfo nate

40 alkylbenzène sulfonate linéaire

41 BDMDAC

42 bromure de cétyltriméthylamonium

Tableau I : Noms des substances testées par GERIKE et FISCHER reprises

dans I'analyse en composantes principales (2ème partie)
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II. Résultats

II.1. Analyse des statistiques élémentaires

a) On peut constater en observant les moyennes et les écarts-types pour les

différentes variables que la population étudiée présente une variation importante dans

chaque test (de O à lNVo) (Tableau II).

Tableau II : Moyennes et écarts-types observées pour les 7 variables.

b) I-es corrélations obtenues entre les variables montrent qu'il n'existe pas de

corrélations importantes entre celles-ci" excepté entre les résultats de biodégradation du

test Sturm Ct2 etCOD où le coefficient de corrélation est de r = 0,911 (Tableau III)-

Toutefois, cette observation est à faire avec précaution ; IACP permettant

par la suite de la confirmer ou de finvalider.

20L

Variables Moyennes Ecarts-types

test Husman 72,405 37,2L8

testZa,hn-Wellens 77,976 33,134

tCSt MITI 32,357 35,8?3

test Sturm CO2 55,524 36,303

test Sturm COD 71,548 34,745

test Screening 51,500 42,L94

tESt CBT 30,524 39,574



Tests HUS 7_-W Mrr coz coD SCR CBT

HUS 1.,000

z-w 0,602 L(n0

MIT 0,307 0,305 1,000

coz 0,483 0,386 0,530 1,000

coD 0,542 0,403 0,484 0,911 1,000

SCR 0,551 0,351 0,551 0,6?3 0563 1,000

CBT 0,412 0,361 0,604 0,415 0,380 0,589 1,000

Tableau III : Corrélations inter-variables.

II.2. Valeurs propres - Vecteurs propres.

a) Valeurs propres.

I-es valeurs propres fti) représentent la variance des individus sur I'axe

correspondant (Tableau IV). En transformant ces valeurs proPres en valeurs relatives

(pourcentages) de ta variance totale selon la formule (1), l'interprétation devient plus

simple.

Valeur relative = 100 X eÉtr) (1)

Tableau IV : Valeurs propres et contributions à la variance globale des 5 a.xes.

Il est alors aisé de comprendre qtie la part de l'information expliquée par les

deux premiers anes donnés est égale à la somme des part expliquées par chacun des

æ(es, et ce car les axes sont non corrélés entre eux par déftnition.

Axes Valeurs propres Contribution à la
variance totale (Vo)

Axe 1 3,992 57,0

Axe2 0,944 13,5

Axe 3 0,851 12,2

Axe 4 0,502 7,2

Axe 5 0,335 4,8
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Ainsi pour le plan principal (plan l-Z),lapart d'information expliquée par les
2 axes est de (57,0 + 13,5) = 70,5Vo.

I-es parts d'information expliquées par les autres axes sont reprises dans le

tableau [V.

On peut alors constater que les plans l-2", 1-3, 14 et 1-5 sont les seuls à
apporter une explication de plus de 6OVo de I'information ; et par conséquent sont les
plus intéressants à observer. Toutefois, I'observation des 3 premiers aJ(es apportera une

explication de plus des 4/5ème de I'information totale (82,7Vo) (Tableau V).

Plan Axe 1 Axe2 Axe 3 Axe 4 Aore 5

Axe L 70,5 69,2 64,2 61,8

Axe2 25,7 20,7 18,3

Axe 3 L9,4 17,o

Axe 4 t?-O

A:re 5

Tableau V: Contributions des a:res à I'explication de I'information des plans

De plus, la part dégressive de I'apport des axes à I'explication de
I'information montre que le plan principal (plan l'2) explique la plupart de

I' info rmat ion (7 0,5 Vo).

b) Vecteurs propres

Les vecteurs propres contiennent les coefficients à affecter aux variables
pour calculer les composantes principales (Tableau VI.).

I-es cinq composantes principales (CPi) (ou axes) peuvent alors s'écrire selon
les équations (2) à (6).

CPl = - 0,37 HUS - 0,31. Z-W - 0,36 MIT - 0,42 CO2
- 0,42 COD - 0,41. SCR - 0,35 CBT (2)

CW = - 0,50 HUS - 0,59 Z-W + 0,49 MIT + 0,04 CO2
- 0,06 COD + 0,18 SCR + 0,35 CBT (4)

CP3 = - 0,16 HUS - 0,35 Z-W - 0,18 MIT + Q51 CO2
+ 0,53 COD - 0,07 SCR - 0,52 CBT (4)
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CP4 = - 0,40 HUS + 0,50 Z-W + 0,47 MIT + 0,10 CO2
+ O11 COD - 0,58 SCR - 0,09 CBT (5)

CP5 = 0,18 HUS + 0,01 Z-W + 0,54 MIT '0,L7 COz
- 0,?2COD + 0,35 SCR - 0,69 CBT (6)

Remarque : les coefficients s'appliquent aux valeurs centrées-réduites des variables.

II.3. Etude des variables.

a) Dans le plan principal. (Figure 1)

l*s 7 variables sont toutes corrélées à I'a;<e L avec des coefficients de

corrélation variant de 0,62 à 0,85 (en valeur absolue), mais par contre ne le sont que peu

à I'axe 2 (coefficients de corrélation variant de 0,04 à 0,58 en valeur absolue) (Tableau

VIr).

iableau VII : corrélatiorrs entre variables et axes, et corrélations au carrrê (entre

Test Axe 1 Axe 2 Axe 3 ,dre 4 Axe 5

HUS - 0,732
(0,536)

- 0,484
(0,235)

- 0,150
(0,0æ)

- 0,285
(0,081)

0,107
(0,0L1.)

z-w - 0,621
(0,386)

- 0,575
(0,331)

- 0,321
(0,103)

0,355
(0,t26)

0,002
(o,0oo)

MTT - 0,7L4
(0,510)

0,478
(0,228)

- 0,164
(0,027)

0,335
(0,112)

0,314
0,099)

coz -0,846
(0,715)

0,M2
(0,002)

0,475
(0,225)

0,071
(0,005)

- 0,097
(o,oo9)

coD - 0,832
(0,692)

- 0,054
(0,030)

0,493
(0,243)

0,077
(0,006)

0,016
(0,016)

SCR - 0,8L2
(0,659)

0,175
(0,031)

-0,M2
(0,004)

- 0,410
(0,167)

0,203
(0,041)

CBT - 0J03
(0,494)

0,339
(0,115)

-0,476
(0,2n)

- 0,ffi1
(0,004)

- 0,398
(0,159)

parenthèses).
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Figure 1 : Représentation des variables dans le plan principal
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Cette corrélation relativement forte observée entre les variables et I'axe 1

laisse supposer que cet a:(e peut être représentatif de la biodégradation, indiquant une

augmentation de celle-ci lorsque I'on va de gauche à droite.

l*s 7 variables peuvent être considérées comme étant bien représentées

dans le plan principal. En effet, la part de la variation d'une variable (corrélation au

carré) expliquée par les a;tes L et 2 sont toutes comprises entre 6l etl1Vo.

On peut remarquer une forte proximité entre elles des variables HUS et Z-

W, COD et COZ, ainsi que MIT et CBT comme le montre la figure 1. [-a variable SCR

se situe quant à elte dans une position intermédiaire entre COZ et COD, et MIT et

CBT.

b) Dans les autres plans (non représentés).

L'étude des plans 2-3, 24 et 2-5 montre une répartition différente des
variables. On peut toutefois noter la proximité des variables CO2 et COD quelque soit
le système d'a:ces choisi, tout comme la proximité des variables MIT et CBT dans les
plans L-5,2-3 et2-5.

c) Considérations générales sur les variables.

l*s 7 variables sont fortement corrélées à I'axe 1. De ce fait, cet axe peut

être représentatif de la biodégradation des substances chimiques, avec une
augmentation de la biodégradation de gauche à droite.

De plus, on peut observer une proximité des différentes variables entre elles
montrant ainsi une simititude dans les résultats obtenus pour ces différents tests de
biodégradation :

Z-W etHQS.
COD etcOz
MIT et CBT

: plans l-2, L-3, L-5 et2-3
plans l-2, t-3, 14, l-5, 2-5,...

MIT et SCR
Z-W et SCR

planl-2
plans l-5,2-5 et 3-5
plan 1-5

Lz signification de certaines proximités semble toutefois difficile à
interpréter :

CBT-HUS-SCR dans le plan 14.

on notera une concordance généralement importante entre :
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(i) les variables (tests) de simulation et de biodégradabilité
etz-w),

(ii) les variables (tests) respirométriques mesurant la

d'orygène (CBT et MIT),

inhérente (HUS

consommation

(iii) les variables COD et CO2 du test Sturm (COD et COz)-

II.4. Etude des individus

I-e problème posé vise à rechercher les individus (substances) qui se

"ressemblent" ou ceux qui "diffèrent", ainsi qu'à essayer de les regrouPer par classes.

On peut considérer, d'après les valeurs du cosinus carré des individus, pour

les a;res '!. et 2, que seuls les individus 16, 17, 18, ?0,21, 22,31, 36, 37 et 40 sont mal ou

très mal représentés dans ce système d'a:re ( cos 4<0,50). I-es autres individus sont plus

ou moins bien représentés dans ce plan" leurs cosinus carré variant de 0,54 (individu la)

à 0,99 (individu 1).

On constate que les composés 1, 2 et 3, regroupés dans le même secteur du

plan principal sont non dégradables dans tous les tests (Figure 2). C*tte observation est

conforme à celle de GERIKE et FISCHER (1979)-

I-es individus, 4 à 15, regroupés à gauche dans la partie supérieure par

rapport à I'a:re 1, ainsi que les individus 18, L9 et 38, Peuvent être considérés comme

étant dégradables dans tous les tests. Cette observation est elle aussi conforme aux

observations de GERIKE et FISCHER (1979), exception faite pour les individus 14, 15

et34.

I-es individus 18, L9, 2l et 22 présents dans la partie inférieure-gauche du

plan principal peuvent être regroupés dans une même classe, celle des individus

présentant une biodégradation faible dans les tests respirométriques mesurant la

.o*o1n-ution d'oxygène. Cette dernière interprétation de la figure 2 est elle aussi

conforme aux observations de GERIKE et FISCHER (1979).

I-e cas des individus 14 et L5 peut s'expliquer par le fait qu'ils présentent une

forte dégradation dans le test MITI (95Vo chacun) et une faible biodégradation dans le

test en fiole fermée (OVo et llVo respectivement), les positionnant à la limite des classes

"biodégradables dans tous les tests' et "biodégradables sauf pour MIT ou CBT"-
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Axe 2

t t

l o  t z
7  s 6

1 3

Figure 2 : Représentation des individus (substances) dans le plan principal
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l-es individus 23 à 31, et 35,37 et 38 se répartissent tous dans une vaste zone

à la droite du plan principal. De ce fait, ils peuvent être considérés comme peu

dégradables ou du moins présenter des variations importantes selon les tests. [-a

répartition" dans la partie inférieure à I'axe 1, des composés montre une augmentation
de la biodégradation dans les tests de simulation et de biodégradation inhérente lorsque

I'on "descend" ; les composés ?3 et24 en sont un exemple.

III. Discussion

Quatre classes peuvent être définies en observant les représentations de

I'ACP:

- Composés non dégradables (1,2,3)

- Composés dégradables dans la majorité des tests (4 à 15' et 38)

- Composés dégradables dans la majorité des tests mais peu ou pas

dégradables dans les tests de biodégradation respirométrique mesurant la

consommation d'orygène (18, 19, 21 et 22)

- Composés présentant une biodégradation faible dens tous les tests ou

présentant de fortes variations selon les tests (23 à31 et 35,37 et 38).

Cette classification ne permet toutefois que faiblement de resortir tous les

paramètres structuraux qui font que les substances se répartissent dans ces différentes

classes-
Cette remarque est vraisemblablement dûe à la forte disparité des structures.

IV. Conclusion

I-ianalyse des données de GERIKE et FISCHER (1979) à I'aide d'une ACP

permettent de retrouver approximativement la même classifîcation que les auteurs avec

toutefois quelques différences.

(i) Certains composés, classés par GERIKE et FISCHER (1979) dans une

classe se retrouvent par ACP dans une autre (Cas des composés 14 et 15, 34 par

exemple).

(ii) UACP ne permet pas de définir une classe regroupant les composés

inhibitrices de la biodégradation-
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