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INTNODUCNON



La  menace  c ro i ssan te  d ' une  con tam ina t i on  des  eaux  pa r  des

m ic ropo l l uan t s  d ' o r i g i ne  i ndus t r i e l l e  ou  ag r i co l e  a  f a i t  p rend re  consc ience

de  l a  nécess i t é  de  me t t r e  en  p l ace  des  sys tèmes  de  con t rô l e  en  con t i nu  e t

i  n  s  f  t u  des  sou rces  de  po1  I  u t i  on  .

De te l  s  systèmes sont  prat i  quement  i  nex i  s tants  ;  i  I  s  commencent

seu ' l emen t  à  se  déve ' l oppe r  dans  
' l e  

doma i  ne  des  eaux  po tab l  es  avec

I ' au toma t i sa t i on  du  t es t  M i c ro tox  pou r  ' l e  
con t rô l e  des  eaux  des t i nées  à  l a

po tab ' i l i sa t i on  e t  l ' u t i ' l i sa t i on  du  t r u i t omè t re  pou r  éva ' l ue r  
' l a  qua l i t é  des

ea  ux  d '  a  I  i  men ta t i  on  .

L ' app roche  ac tue l  l e  de  l ' é va lua t i on  de  l a  qua l  i t é  des  eaux  res te

enco re  l im i t ée  au  s tade  du  l abo ra to i r e .  E l l e  imp l i que  1e  p ré1èvemen t  des

échan t i l l ons  à  ana l yse r  e t  dans  l a  ma jo r i t é  des  cas ,  un  p ré t ra i t emen t  avan t

d ' en  éva l  ue r  I  a  t ox i  c i  t é  su r  o rgan i  smes  ce ' l  I  u l  a i  r es  ,  ve r t éb rés  ou

inve r t éb rés .  Les  résu ' l t a t s  son t  donc  d i f f é rés  pa r  r appo r t  au  p ré1èvemen t .

Ces  cond i t i ons  é l im inen t  t ou te  poss ib i l i t é  d ' i n t e r ven t i on  s ' i  I ' e f f l uen t

p résen te  une  t ox ' i c i t é  :  ce  de rn ie r  a  r e j o i n t  depu i s  
' l ong temps  

l e  m i l i eu

na tu re1  l o r sque  l a  r éponse  des  t es t s  es t  connue .

Le  recou rs  à  des  sys tèmes  m i  n i  a tu r i  sés  u t i  I  i  san t  des  o rgan i  smes

ce l  I  u ' l a i  r es  immob i  I  i  sés  au  con tac t  d ' un  dé tec teu r  phys ique  ou

é lec t roch im ique  pe rme t t r a i t  de  répond re  de  man iè re  sa t i s f a i san te  à  ce t t e

demande  de  con t rô l es  f n  s f t u .

L ' assoc ia t i on  é t ro i t e  ma té r i e l  b i o ' l og ique  -  dé tec teu r ,  spéc i f i que

des  b i ocap teu rs ,  pe rme t  d ' ob ten i r  une  réponse  de  1 ' appa re i l  en  t emps  rée l

e t  donc  d ' env i sage r ' l a  m i se  en  p l ace  de  sys tèmes  con t rô l an t  l a  t ox i c i t é  i n

s f t u  avec  un  recue i l  d ' i n f o rma t i ons  en  con t i nu .  La  rap id i t é  de  réponse  de

ces  b i oé lec t rodes  rend  poss ib l e  l eu r  u t i l i sa t i on  en  t an t  que  sys tèmes

d 'a ' l e r t e  pou r  1a  p réven t ' i on  des  r i sques  de  po l l u t i on  acc iden te l l e  en  cas  de

re je t s  ano rma lemen t  é l evés .  Ces  sys tèmes  d ' a ' l e r t e  pe rme t t r on t  d ' ag ' i r  v i t e ,

d ' i n t e r rompre  l ' é vacua t i on  du  f l ux  t ox i que  en ' l e  dé tou rnan t  ve rs  un  bass in

de  ré ten t i on  e t  a i ns i  de  re t r a i t e r  l ' e f f ' l uen t .
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No t re  t r ava i ' l  conce rne  l e  déve loppemen t  d ' un  b i ocap teu r  à  a l gues

immob . i l ' i sées  su r  une  membrane  pou r  l e  con t rô l e  de  t ox i c i t é  des  eaux .  Nous

avons  é tud ié  dans  un  p rem ie r  t emps  l ;  f a i sab i l i t é  e t ' l a  sens ib i l i t é  d ' un

sys tème  de  con f i gu ra t i on  t r ès  s imp le ,  app l i cab le  au  
' l abo ra to i r e  

e t

pe rme t tan t  de  mesu re r  
' l ' a c t i v i t é  pho tosyn thé t i que  d ' a l gues  un i ce l l u l a i r es

u t i  I  i  sées  comme i  nd i  ca teu r  de  f  impac t  des  po1  1  uan ts  hyd r i  ques .  Deux

phénomènes  t radu i  san t  I  ' ac t i  v ' i  t é  pho tosyn thé t i  que  consécu t i  ve  à  une

exc i  t a t i  on  I  um i  neuse ,  on t  é té  é tud i  és  e t  app l  i  qués  à  
' l  
a  réa ' l  i  sa t i  on  de

b iocap teu rs  :  ém iss i on  d ' un  f l ux  d ' é l ec t rons  e t  p roduc t i on  d ' oxygène .

Ces  essa i s  on t  pe rm is  de  dé f i n ' i r  l e  t ype  de  b i oé lec t rodes  l e  m ieux

adap té  au  con t rô l  e  de  t ox i  c i t é  des  eaux .

Nous  nous  sommes  a t tachés  dans  une  deux ième é tape  à  ép rouve r  l a

f i ab i l i t é  e t  l ' i n t é rê t  de  ce  sys tème  e t  à  compare r  ses  pe r f o rmances  à  ce l l e

des  mé thodes  d ' essa i s  conven t i onne l ' l e s  déve loppées  au ' l abo ra to ' i r e .



CHAPNRE 1

IÆS BIOCAPIEURS

- Défïnition

- Réactif biologique

- Application des biodétecteurs



1 .1  Dê f i n i t l on

Un  b iocap teu r  peu t  se  dé f i n i r  comme un  appa re i l  ana l y t i que

comprenan t  une  composan te  b io ' l og ique  sens ' i b le  é t ro i t emen t  assoc ' i ée  ou

in tég rée  à  un  dé tec teu r  phys ique  ou  é l ec t roch im ique  appe lé  TRANSDUCTEUR.

Ce t  appa re ' i ' l  va  r épond re  à  l a  p résence  d ' un  composé  ch im ique  ou  d ' une  sé r i e

de  composés  e t  t r adu i re  r ap idemen t  sa  concen t ra t i on  en  un  s i gna l  é l ec t r i que

ou  d ' i g i  t a  1  (0WEN e t  TURNER,  1987  )  .

La  composan te  b io log ique  ou  B I0CATALYSEUR va  reconna l t re  l e  composé

à  dé tec te r  avec  une  spéc i f i c i t é  e t  une  sens ib i l i t é  qu i  ca rac té r j se ron t  l es

pe r fo rmances  du  b i ocap teu r  ( LObJE ,  1985 ) .  Le  b i oca ta l yseu r  e t  l e

t ransduc teu r  do i  ven t  ê t re  en  con tac t  é t ro i  t  pou r  p rodu i  re  ,une  réponse

rap ide  e t  p l us  sens ib1e .  Une  immob i ' l i sa t i on  du  b i oca ta l yseu r  su r  l e

t ransduc teu r  cons t i  t ue  I  e  moyen  I  e  p1  us  e f f i  cace  pou r  assoc i  e r  ces  deux

él  éments .

La  réac t i on  en t re ' l ' é l émen t  b i o l og ique  e t  1e  composé  à  dé tec te r  peu t

ê t re  mesu rée  en  su i van t  l a  p roduc t i on  ou  l a  consommat i on  d ' un  des  é l émen ts

de  l a  r éac t i on  ch im ique  résu l t an te  t e l  que  ,  02 ,  NH+ ,  HZ}Z .  E l l e  peu t

éga lemen t  en t ra l ne r  un  changemen t  de  cou leu r ,  I ' u t i l i sa t ' i on  d ' un  co fac teu r

(NAD,  ATP  . . .  ) ,  
' l a  p roduc t i on  ou  l a  consommat i on  de  cha leu r  ou  

' l e  
t r ans fe r t

d ' é ' l ec t r ons  d ' une  réac t i on  d ' oxydo - réduc t i on  (Mc  CANN,  1987 ) .  Ce t  événemen t

va  ê t re  t r ansc r i t  en  un  s i gna l  pa r  l e  t r ansduc teu r .  Ce t t e  t r ans fo rma t i on

pe rme t  d ' en reg i s t r e r  e t  de  quan t i f i e r  a i sémen t  l a  r éponse  ob tenue  (C f

f i gu re  1 ) .

L 'o r i g ine  des  b iodé tec teu rs  remon te  à  1962  l o rsque  CLARK e t  LYONS

on t  p roposé  I ' immob i  I  i sa t i on  d ' enzymes  à  1 ' ex t rém i té  d ' une  é l ec t rode  à

oxygène .  Ce  p remie r  sys tème a  é té  m is  au  po in t  pou r  l e  su i v i  du  changemen t

de  l a  p ress ' i on  pa r t ' i e1 l e  d ' oxygène  dans  
' l e  

sang  résu ' l t an t  de  I ' oxyda t i on

ca ta ' l y t ' i que  du  g lucose  pa r  l a  g lucose  oxydase .
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PRODUIT

Réact ion spéc i f ique

Reconnaissance
bio logique

Lia ison ét ro i te

généra ' l  d ' un  b iocap teu r  (d 'ap rès  H IGGINS e t  L0WE,  L987  i

1988 )  .

A DETECTER

1
I

F iqu re  1  :  Schéma

SCHMID et  KARUBE..
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Depu i  s  ce  p remi  e r  dé tec teu r  de  nombreux  t ravaux  on t  é té  pub l  i  és

p roposan t  des  assoc ia t i ons  va r i ées  en t re  b i oca ta ' l y seu rs  e t  t r ansduc teu rs .

Le  t ab ' l eau  I  r ésume  l es  p r i nc i pa les  composan tes  pouvan t  ê t r e  u t i l i sées  pou r

cons t ru i  re  un  b ' i ocap teu r .

Tab l  eau  I  :  P r i  nc i  paux  é l  émen ts  pouvan t  ê t re  u t i  I  i  sés  pou r  I  a  f ab r i  ca t i  on

d 'un  b i ocap teu r  ( d ' ap rès  TURNTR e t  a l . , 1987  e t  COUGHLAN e t  a l . , 1988 ) .

E ' l  éments b i  o ' l  og i  ques T  ra  ns  duc teu  r s

m i  c ro -o rgan i  smes  (bac té r i es ,
a l gues )
t i s su  ce ] l u l a i r e  ( an ima l .
végé ta l  )
ce l l u l e
o rgan i t es  ce l l u l a i r es
memb ranes
enzymes
an t i  co rps
récep teu  r s
an t i  gènes
ac i  des  nuc l  é i  ques

E l  ec t roch im i  ques :
.  po ten t i omé t r i ques  (é l  ec t rodes
spéc i f i ques  NH1 ,  C0 t ,  pH ,  F -
F .  E .T .  I  .  S .  F .  E :T )  

-

. amoé romé t r i ques  (é l ec t rodes  à
02 ,  mé ta l l i ques ,  sys tèmes  à
mEd i  a teu rs  )

Op t i ques :  ( f i b res  op t i ques ,
pho tod i  odes  )

Ca1  o r imé t r i  ques  :  (  t he rm i  s tônce ,
ca l  o r imè t re )

l ' l écan iques :  (mesure  de  change-
men t  de  masse ,  c r i s t a l  p i ézo -
é1  ec t r i  que  )

Au  rega rd  des  t r avaux  pub f  i és , I  ' u t ' i l  i  sa t i  on  d ' une  dé tec t ' i on

é lec t roch ' im ique  (po ten t i omé t r i que  ou  ampéromé t r i que )  r es te  ac tue l l emen t

p rédom inan te  pou r  l a  r éa l i sa t i on  de  b i ocap teu rs .  Ma i s  l es  cap teu rs  op t i ques

se  déve loppen t  r ap idemen t  du  f a i t  des  p rog rès  récen t s  dans  l a  t echno log ' i e

des  f i b res  op t i ques  ;  l e  doma ine  d ' app l  i ca t i on  de  t e l s  t r ansduc teu rs  ou

op t rodes  es t  vas te  pu i  sque  ces  é1  émen ts  pe rme t ten t  de  quan t i  f i  e r  des

réac t i ons  b i o ' l um inescen tes .  ch im i l um inescen tes  ou  mesu re r  une  ém iss ion

f ' l uo rescen te .  A ins i  TRETTNAK e t  W0LFBEIS  (1989 )  on t  p roposé  un  cap teu r

pe rme t tan t  l a  mesu re  du  l ac ta te  en  immob i l i san t  une  enzyme .  1a  l ac ta te

monooxygénase ,  à  l ' e x t r ém ' i t é  de  f i b res  op t i ques .  La  réac t i on  enzyme-

subs t ra t  en t ra i ne  une  consommat i on  d ' oxygène  qu i  es t  quan t i f i ée  pa r  une

mod i  f i  ca t i  on  de  
' l  
a  f l  uo rescence  d 'une  subs tance  co l  o rée ,  mô  i  n tenue  au

con tac t  du  b i oca ta ' l y seu r  e t  sens ib l e  aux  va r i a t i ons  de  l a  p ress ion

pa r t ' i  e l  I  e  en oxygène.



1 .2  Réac t , i  f  b i  o l  oo i  que

1 .2 .1  Techn iques  d '  immob i l  i sa t i on

Pour  qu '  un  b i  odé tec teu r  se  révè l  e  sens  i  b ' l  e  e t  réponde  t rès

rap idemen t ,  i l  f au t  ma in ten i r  
' l a  

composan te  b i o ' l og ique  au  con tac t  du

t ransduc teu r .  Ce t te  assoc i  a t i  on  do i  t  ê t re  réa l  i  sée  de  man i  è re  à  ne  pas

en t rave r  l ' i n t e rac t i on  b i oca ta l yseu r -p rodu i t  à  dé tec te r  (COUGHLAN e t  a l  . ,

1988 ) .  P l  us i eu rs  mé thodes  d ' immob i  I  i sa t i on ,  con fo rmes  à  ces  ex igences ,  on t

é té  déve loppées .  Le  cho i x  de  l a  mé thode  dépend  su r t ou t  de  l a  na tu re  du

ma té r i e l  b i o l og ique  à  immob i ' l  i se r .  I l  conv ien t  néanmo ins  de  p rend re  en

comp te  1e  t ype  de  t r ansduc teu r  e t  I ' env i r onnemen t  dans  l eque l  l e  b i ocap teu r

va  ê t re  appe lé  à  f onc t i onne r .

I ' l  e x i s t e  qua t re  t echn iques  p r i nc i pa ' l es  d ' immob i l i sa t i on  (KENNEDY e t

CABRAL,  1983)  :

' l  ' abso rp t i on ,  t echn ique  l a  p l us  s imp le  qu ' i  me t  en  i eu  un iquemen t

des  i n te rac t i ons  de  f a i b l e  éne rg ie  en t re  l e  suppo r t  e t  l e

b ioca ta l yseu r  :  i l  s ' ag i t  d ' un  s ' imp1e  phénomène  d ' a t t r ac t i on

phys ique ,

l e  coup lage  cova ' l en t  ( ou  cova len t -b i nd ing )  qu i  I  i e  de  man iè re

quas imen t  ' i  r r éve rs i  b l  e  I  e  ma té r i  e l  b i  o1  og i  que  su r  un  suppo r t

p réa1ab ' l emen t  ac t i vé  ( c réa t i on  de  l i a i son  d i r ec te  de  na tu re

ch im ique ) .  0n  d i s t i ngue  2  p r i nc i paux  t ypes  de  suppo r t s  se lon  l eu r

na tu re ,  i no rgan iques  ( ve r re ,  qua r t z ,  cé ram ique ,  a l um ine . . . )  e t

o rgan iques  (ny1on ,  co l l agène ,  . . . ) .

l a  r é t i cu l a t i on  (ou  c ross  l i nk i ng )  qu i  me t  en  j eu  des  réac t i f s

b i f onc t i onne l  s  t ype  g1  u ta ra ' l déhyde ,

' l  ' i n c l us i on  dans  un  ge1  ou  en t rapmen t  ( a ' l g ' i na te ,  po ' l yac ry l am ide )

Ces  t echn iques ,  r n i ses  au  po in t  i n i t i a ' l emen t  pou r  l ' immob ' i l  i sa t i on

des  enzymes ,  on t  é té  app l i quées  pa r  l a  su i t e  à  l a  f i xa t i on  des  ce l l u l es .
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L 'adso rp t i on  e t  I ' i n c l us i on  son t  l es  p rocédés  1es  p l us  u t i l i sés  pou r

I ' immob i ' l i sa t i on  des  ce l l u l es  ca r  ces  t echn ' i ques  son t  mo ins  ag ress i ves  que
' l e  

coup l  age  cova ' l en t  ou  I  a  ré t i  cu l  a t i  on  qu ' i  me t ten t  en  j eu  des  agen ts  t rès

réac t i f s  capab les  de  mod i f i e r  l ' i n t ég r i t é  de  l a  ce1 lu l e  e t  donc  de

compromet t re I  a  v i  ab i  I  i  té  ce l  
' l  
u l  a  i  re  .

Comp te  t enu  de  1 ' app1  i ca t i on  pa r t i cu l  i è re  de  ces  b i oé lec t rodes

a ' l ga les  à  
' l a  

mesu re  g l oba le  de  
' l a  

t ox i c i t é  des  eaux .  l a  t echn ique

d '  i  nc ' l  us  i  on  du  b i  oca ta ' l yseu r  dans  des  ge1  s  ne  semb l  e  pa  s  app rop r i  ée  .  En

e f f e t ,  
' l e  ge l  va  c rée r  une  ba r r i è re  supp lémen ta i r e  au  t r ans fe r t  de  masse

en t re  l a  ce l l u l e  e t  I ' env i r onnemen t  f i qu ide  ex te rne .  A ins i ,  HARPER (1986 )  a

mon t ré  que  l ' immob i ' l  i sa t i on  de  Ch lo re l l a  dans  1 ' a l g i na te  (po l ymannu rona te )

p ro tègea i t  l es  ce l l u ' l es  de  l a  t ox i c i t é  des  m ic ropo l l uan t s  mé ta l l i ques .  Le

ge ' l  ,  r i che  en  g roupemen t  po la i r es  (hyd roxy les  e t  ca rboxy ' l es ) ,  va  f i xe r  l es

ca t i ons  mé ta l l i ques ,  f a i r e  obs tac le  à  l eu r  péné t ra t i on  e t  à  l eu r  d i f f us i on

jusqu 'aux  o rgan i smes  b io l og iques .

Des  t r avaux  réa l i sés  pa r  THARREAU (1990 )  su r  l a  b i oso rp t i on  du

cadmium pa r  des  a l gues  dans  1 ' a l g i na te  i nd iquen t  que  l a  f i xa t i on  du  cadm ium

par  ces  b ' i l  l e s  d ' a l g i na te  es t  t r ès  é l evée  ;  ces  essa ' i s  n ' on t  pas  mon t ré  de

mod i f i ca t ' i on  de  capac i t é  d ' adso rp t ' i on  en t re  
' l e s  

b i l l e s  t émo ins  e t  l es

b i l l e s  ensemencées  pa r  des  ce ' l l u l es  a1ga1es .  Cec ' i  con f i rme  que  l e  ge l  ,  de

pa r  sa  na tu re ,  
' l im i t e  ' l a  

d i f f us i on  du  cadm ium à  
' l  ' ' i n t é r i eu r  des  b i l l e s  e t

I  e  con ta  c t ,  du  mé ta ' l  avec  I  es  a  I  gues  .

Ce t t e  mé thode  d ' immob i ' l i sa t i on  des  a l gues  dans  des  ge l s  es t  p i us

pa r t i cu l ' i è remen t  u t i ' l i sée  pou r  l a  p roduc t i on  de  d i f f é ren t s  mé tabo l i t es .

A ins i ,  MUSGRAVE e t  a7 .  ( 1982 )  on t  immob i l j sé  Anabaena  ( cyanobac té r i e )  pou r

p rodu i re  de  I ' ammon iaque .  De  même GRIZEAU e t  NAVARR0  (1986 )  on t  ob tenu  une

p roduc t i on  de  g l ycé ro1  à  pa r t i  r  de  Duna l  f e l  I  a  t e r t i o l ec ta  immob i  I  i  sée  dans
' l  ' a1g ' i na te .

Seu le ' l a  t echn ique  d ' immob i ' l i sa t i on  des  a l gues  un i ce l l u ' l a i r es  pa r

adso rp t ' i on  semb le  app ' l i cab ' l e  à  l a  r éa l i sa t ' i on  de  b i ocap teu rs  u t i l i san t  des

ce ' l l u l es  en t i è res .  Les  t r avaux  conce rnan t  l es  b i odé tec teu rs  app l i qués  à  l a

mesu re  des  t ox i ques  rep rennen t  ce  p rocédé  d ' immob i l i sa t i on .  A ins i ,  KARUBE

e t  a l .  ( 1981 )  on t  r éa l i sé  une  é l ec t rode  don t  
' l e  

b i oca ta l yseu r  Eac f l l us

subs t i  I  i s  es t  immob i  I  i  sé  pa r  f i  I  t r a t i  on  su r  une  membrane  d 'acé ta te  de



ce l  I  u l  ose  po reuse  pou r  I  ' éva  1  ua t i  on

ch im i  ques  .

L ' é l ec t rode  m ise  au  po in t  Pa r

mesure des mi  cropol  I  uants méta ' l  
' l  

i  ques

Escher f ch fa  co l i  ma in tenu  au  con tac t

membrane  nuc léopo re  (po ros i t é  0 ,45  pm) .

de  l a  mu tagén ' i c i t é

10

des  composés

De  même RAWSON e t  co l l abo ra teu rs  ( 1987 )  on t  app l i qué  une  t echn ique

iden t i que  de  f i xa t i on  des  cyanophycées  pou r  l eu r  sys tème de  dé tec t ' i on  des

he rb i c i des  dans  l es  eaux  des t i nées  à  1a  po tab i l i sa t i on .

L .2 .2  Cho i x  du  réac t i f  b i o l oq ique

Dans  l  e  cad re  du  con t rô l  e  tox i  co l  og i  que ,  l  e  cho i  x  du  réac t i  f

b i  o ' l og i  que  va  ê t re  fonc t i  on  du  rô l  e  que  ' l  ' on  va  a t t r i  bue r  au  cap teu r  :

dé tec t i on  spéc i f i que  ou  g ' l oba le  des  m ic ropo l l uan t s .  Des  mac romo lécu les ,

comme des  enzymes  ou  des  an t i co rps ,  se ron t  des  b i oca ta l yseu rs  s ' app l i quan t

pa r t ' i cu l i è remen t  à ' l a  r eche rche  d ' une  c l asse  dé f i n i e  de  po1 ' l uan t s  :  m i se  en

év idence ,  pa r  exemp le ,  des  composés  o rganophospho rés  ou  des  ca rbama tes  pa r

i nh ib i t i on  de  l a  cho l  i nes té rase  (WOLFBEIS  e t  KOLLER,  1989 ) .

Les  b i  odé tec teu rs  ce l  I  u l  a i  res  son t  mo i  ns  spéc i  f i  ques  que  I  es

é l  ec t rodes  à  enzymes  ma i  s  p résen ten t  un  spec t re  de  sens i  b i ' l  i  t é  beaucoup

p lus ' l a rge  :  p rop r i é té  i nd i spensab le  pou r  éva lue r  l a  t ox i c i t é  d ' un  e f f l uen t

mu I  t i  compos i  te  .

Ces  b ' i ocap teu rs  ce l  I  u ' l  a  i  r es  cons t i  t uen t .  en  e f  f  e t ,  des  sys tèmes

i  n tég ran t  un  ensemb l  e  de  réac t i  ons  mé tabo l  i  ques  con t ra i  remen t  aux

é lec t rodes  à  enzymes  spéc i f i ques  d ' un  schéma  réac t i onne '1 .

I ' l  s  p résen ten t  un  deg ré  i  mpor tan t  de  s tab ' i  I  i  t é  e t  son t  des  un i  t és

au tonomes  con f i nan t  l eu r  sys tème  mé tabo l i que  dans  un  env i r onnemen t  p ro tégé

( RAI'JSON, 1988 ) .

La  p répa ra t i on  des  réac t i f s  ce ' l l u l a i r es  es t  peu  oné reuse  comparée  à

ce l l e  des  enzymes  don t  l e  co0 t  d ' ex t rac t i on  e t  de  pu r i f i ca t i on  es t  é l evé

(FREW e t  H ILL ,  1987 ) .

En  revanche ,  l eu r  t emps  de  réponse  es t  en  géné ra1  p l us  ' l ong  
;  l a

pa ro i  e t  l es  membranes  ce l ' l u l a i r es  cons t i t uen t  des  ba r r i è res

supp lémen ta i res  en t re  l e  composé  à  ana lyse r  e t  l es  sys tèmes  réac t i f s

i n t r ace l l u ' l a i r es .  Ma i s  en  rédu j san t  l e  b i oca ta l yseu r  à  une  couche

monoce l ' l u ' l a i r e ,  i l  e s t  poss ib l e  de  m in im i se r  ce t  i nconvén ien t  (RAWSON,

1988 )  .

DORWARD e t  BARISAS (1984)  pou r  l a

u t i  I  i  se  comme maté r i  e l  b i  o ' l og i  que

du  t r ansduc teu r  pa r  f i  I  t r a t i  on  su r
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1 .3 Aop' l  i  cat i  ons des b i  odétecteurs

Ce t te  techn ique  des  b iocap teu rs  a  connu

duran t  
' l es  

années  80 .  COUGHLAN e t  co l l abo ra teu rs

de  750  pub l i ca t i ons  en t re  1980  e t  1986  déc r i van t

souven t  une  assoc ia t i on  b i oca ta ' l y seu r - t r ansduc teu r

non  dé tec té  pa r  ce t te  techn ique  p récédemment .

1 .3 .  I  Doma i  ne  méd i  ca l

Dans  l e  doma ' i ne  méd ' i ca l .  l e  beso in

déve l  opper  des  b i  ocap teu rs  enco re  p l  us

sens ib i l i t é  e t  s t ab i l i t é .  Les  reche rches

m ise  au  po in t  de  cap teu rs  mesu ran t  i n

p résen ts  no tamment  l a  quan t i t é  de  g lucose

REACH,  1988 ) .

un  esso r  t rès  ' impor tan t

(1988 )  on t  dénombré  p l us

des  b ' i ocap teu rs  e t  t rès

spéc i  f i  que  d ' un  p rodu i  t

se  f a ' i t  de  p l  us  en  p ' l us  g rand  de

pe r fo rman t  au  p1  an  spéc i  f i  c i  t é ,

à  cou r t  t e rme  son t  axées  ve rs  1a

v i  vo  
' l a  quan t i  t é  de  mé tabo l  i  t es

chez  l es  d i abé t i ques  (THEVENOT e t

Les  reche rches  conce rnan t  
' l  
es  b i  ocap teu rs  se  son t  o r i  en tées

p r i nc i pa lemen t  ve rs  l e  doma ine  pha rmaceu t i que  e t  méd i ca l .  De  nombreux

dé tec teu rs  son t  capab les  d ' e f f ec tue r  l a  mesu re  du  g ' l ucose  sangu in ,  des

ca rbohyd ra tes  a i ns i  que  l a  concen t ra t ' i on  en  mé tabo l i t es ,  ho rmones ,  d rogues

dans  l e  sang  ou  dans  l es  u r i nes .

Des  cap teu rs  à  g l  ucose ,  suc rose ,  
' l a c tose ,  

ma ' l  t ose ,  ga  I  ac tose ,  u rée ,

c réa t i n i ne ,  ac i de  u r i que ,  asco rba te ,  a l coo l  ou  aspa r ta te  son t

commerc ia ' l emen t  d i spon ib ' l es  (Ye l l ow  Sp r i ng  I ns t rumen t  Co ,  Fu j i  E l ec t ron i c ,

P roves ta  e t  F i  a t r on ,  Tacusse l  .  .  .  )  .

Des  enzymes  assoc iées  à  des  dé tec teu rs  de  t ype  é l ec t roch im ique :

sondes  à  0Z ,HZQZ,  NH3  ou  C0Z .  cons t i t uen t  l a  s t r uc tu re  de  ces  ana l yseu rs
(GUILBAULT  e t  LUONG,  1989 ) .  I l  n ' ex i s t e  pas  ac tue l  l emen t ,  au  s tade

commerc i  a l  ,  de  cap teu rs  i  n tég ran t  des  t ransduc teu rs  de  techno l  og i  e  p1  us

récen te  comme des  dé tec teu rs  à  f i b res  op t i ques  ou  à  c r i s t aux  p i ézo -

é ' l ec t r i  ques .

CAMPANELLA e t  TOMASSETTI  (  1989  )  on t  recensé  des  b i  oé l  ec t rodes

pe rme t tan t  l a  dé te rm ina t i on  de  l a  pén i c i l l i ne .  du  cho les té ro l ,  de  I ' a c i de

acé t i que  e t  de  l a  l y s i ne .  Ces  mêmes  au teu rs  on t  m i s  au  po in t  des  sys tèmes

dé tec tan t  I ' a c i de  oxa l i que  dans  l es  u r i nes  a i ns i  que  1e  p l omb  dans  l a  b i l e .
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1 .3 .2  Doma ine  a l imen ta i r e  e t  de  l a  nu t r i t i on

Les  t echn iques  de  dé tec t i on  du  g l ucose  on t  é té  adap tées  e t  u t i l i sées

pour  mesure r  
' l a  

t eneur  de  ce  composé  dans  I  es  p rodu ' i t s  a l  imen ta i  res  :

bo i ssons ,  m ie l s ,  ke t chups  ou  con f i t u res  (LE  MARREC ET  LESGARDS,  1990 ) .

D 'au t res  axes  de  déve ' l oppemen t  on t  f a i t  l ' ob je t  de  reche rches  en

ag ro -a l imen ta i r e  e t  en  nu t r i t i on :  mesu re  de ' l a  t eneu r  en  v i t am ines ,  ac i des

ami  nés  ,  agen ts  m i  c rob i  ens  .

L ' éva l  ua t i on  de  I  a  t eneu r  en  é thano l  de  bo i  ssons  à  f a i b ' l  e  deg ré

d 'a l coo l  ou  sans  a ' l coo l  es t  un  exemp le  d ' app l  i ca t i on  spéc i f  i que  de  
' l a

t echn ique  des  b i ocap teu rs  (COUGHLAN e t  a l . .  1988 ) .  I ' l  e x i s t e  éga lemen t  des

app l i ca t i ons  po ten t i e ' l l e s  pou r  l a  mesu re  des  agen ts  co lo ran t s ,

ému l  s  i  f i  an ts  ,  agen ts  de  saveur  ou  agen ts  p rése rva t i  f s  (  conse rva teu rs  ,

an t i oxydan ts ,  an t im i c rob iens )  dans  l es  a l imen ts .

La  teneur  en  t r imé thy l  am i  ne ,  hypoxan th i  ne  e t  i  nos i  ne  son t  des

ind i ca teu rs  de  l a  f r a l cheu r  du  po ' i s son  qu i  on t  é té  m is  à  p ro f i t  pou r  l a

réa ' f  i sa t i on  de  b iocap teu rs  (WATANABE e t  a l  .  ,  1984 ) .  P l  us  récemment  
' l a  

f  i  rme

0 r i en ta ' l  E l ec t r i c  a  commerc ia ' l ' i sé  un  cap teu r  pou r  éva lue r  l a  f r a l cheu r  du

po i  sson  en  su i  van t  I  ' évo ' l  u t i  on  du  mé tabo l  i  sme  de  
' l a  pu r ine  pa  r

' l  '  i  n te rméd i  a  i  r e  d '  une  é l  ec t rode  à  oxygène  .

1 .3 .3  Con t rô l  e  des  f e rmen ta t i  ons  e t  des  b i  o réac teu rs  i  ndus t r i  e l  s

Les  b i ocap teu rs  t r ouven t  éga lemen t  des  app l i ca t i ons  au  n i veau  des

b io réac teu rs  pou r  l e  con t rô l e  des  f e rmen ta t i ons .  Les  poss ib i l i t és  de  mesu re

en  con t j nu  de  pa ramè t res  t e l s  que :  éva lua t i on  de  l a  masse  ce l l u l a i r e ,

consommat ion  de  l a  ma t iè re  ca rbonée  ou  azo tée  e t  mesure  des  p rodu i t s  de

fe rmen ta t i  on  pe rme t ten t  de  con t rô l  e r  de  man i  è re  p1  us  sa t i  s fa  i  san te  e t

d ' op t i  m i  se r  I  ' é vo l  u t i  on  des  réac t i  ons  dans  I  es  f e rmen teu rs  .  A ' i  ns i

Escher i  ch i  a  co l  i  i  mmob i  I  i  sée  au  con tac t  d 'une  é l  ec t rode  po ten t i  omé t r i  que

es t  u t i ' l i  sée  pou r  su i  v re  
' l  ' évo l  u t i  on  de  

' l a  
f e rmen ta t i  on  en  con t rô l  an t  I  a

t eneu r  en  ac ide  g l u tam ique  (R IEDEL  e t  a l .  1989 ) .



t_3

1 .3 .4  Con t rô ' l e  de  l a  qua l i t é  de  l 'Env i r onnemen t  e t  b i ocao teu rs  app ' l i qués

aux  con t rô ' l es  de  tox i  c i  t é

SCHMID e t  KARUBE (  1988  )  on t  répe r to r i  é  3  axes  p r i  nc i  paux  de

déve loppemen t  des  b i ocap teu rs  dans  l e  doma ine  de  I ' env i r onnemen t :

-  dé tec t i on  de  po l l uan t s  cou rammen t  r e t r ouvés  dans  l ' env i r onnemen t

te l  que  n i t r a tes ,  phospha tes .  .  .  ,

l e  su i v i  de  pa ramè t res  g l obaux  comme l a  demande  b ioch im ique  en

oxygène  pou r  mesu re r ' l a  cha rge  en  ma t i è re  o rgan ique ,

l ' é va ' l ua t i on  du  ca rac tè re  t ox i que  ou  mu tagène  de  composés

ch  i  m i  ques  .

MATSUNAGA e t  co l  I  abo ra teu rs  (  1984)  on t  p roposé  I  ' immob i  I  i  sa t i  on  de

Ch lo re l l a  vu lga r i s  à  l ' e x t r ém i té  d ' une  é l ec t rode  à  oxygène  a f i n  de  mesu re r
' l a  

concen t ra t i  on  des  phospha tes  dans  
' l e s  

eaux .  Ma i  s  I  a  I  im i  t e  de  dé tec t i  on

d 'un  t e l  d i spos i t i f  ne  descend  pas  au  dessous  de  I  mM (so i t  640  mg /1 ) .  De

p lus  1 ' appa re i l l age  n ' es t  pas  adap té  à  une  u t i l i sa t i on  i n  s i t u .

R IEDEL  e t  co ' l ' l abo ra teu rs  ( 1989 )  r appo r ten t  que  des  cap teu rs  à  m jc ro -

o rgan i smes  on t  é té  p roposés  pou r  l e  dosage  des  n i t r a tes  e t  des  n i t r i t es .

A ins i ,  KARUBE e t  a l .  ( 1983 )  on t  r éa l i sé  une  sonde  pou r  1a  dé te rm ina t i on  des

n i  t r i  t es  dans  1  ' a tmosphère  en  emp l  oyan t  N i t robac te r  sp  immob i  I  i  sé  au

con tac t  d ' une  é l ec t rode  à  oxygène .

KARUBE e t  TAMIYA  (1987 )  ' i nd i quen t  ' l  ' e x i s t ence  d ' un  cap teu r  à

m ic rosomes  de  f o i e  de  ra t  pou r  1a  dé te rm ' i na t i on  des  su l f i t es .  Le  sys tème  de

dé tec t i on  es t  basé  su r  l a  r éac t i on  d ' oxyda t i on  des  su l f i t es  en  su l f a tes

réac t i on  qu i  va  consommer  de  1 ' oxygène .

La  m ise  au  po in t  de  cap teu rs  mesu ran t  l a  demande  b ioch im ique  en

oxygène  (D80 )  a  f a i t  I ' ob j e t  de  nombreux  t r avaux .  Ce  pa ramè t re  res te ,

ma lg ré  son  ca rac tè re  aspéc i f i que ,  1e  p l us  cou rammen t  u t i l i sé  pou r  l a  mesu re

de  l a  po l l u t i on  o rgan ique .  Le  p rem ' i e r  b i odé tec teu r  dans  ce  doma ine  a  é té

déc r i t  en  I 977  pa r  KARUBE e t  co l l abo ra teu rs .  C los t r f d fum es t  immob i l i sé  au

con tac t  d ' une  é l ec t rode  à  oxygène :  ce  sys tème  pe rme t  de  su i v re  l a

consommat ion  d 'QZ  des  m ic ro -o rgan ismes  co r respondan t  à  
' l a  

mesure  de  l a

b iodégrada t i on  (g l  ucose  e t  g1  u tana te )  .  P l  us  récemment  une  me i  I  I  eu re
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rep roduc t i b i ' l i t é  e t  une  d im inu t i on  du  temps  de  réponse  on t  é té  ob tenues  en

remp laçan t  C los t r i d ium pa r  T r i chosporon  cu taneum (H IKUMA e t  a l . ,  I 979 ) .

D 'au t res  o rgan ismes  on t  é té  tes tés  te l  que  Saccharomyces  e t  Eac f l l us .  Le

cap teu r  déve loppé  avec  T r i chosporon  a  é té  commerc ia l i sé  e t  es t  en  cou rs  de

s tanda rd i sa t ' i on  au  Japon .

La  reche rche  de  b i ocap teu rs  pou r ' l es  con t rô l es  de  t ox i c i t é  r es te

enco re  l im i t ée ,  s i  
' l  ' on  se  ré fè re  à  l ' ensemb le  des  t r avaux  pub ' l i é s  dans  ce

doma ine .  Les  p r i nc i pa les  données  b i b l i og raph iques ,  conce rnan t  l a  dé tec t i on

des  t ox i ques ,  son t  r ésumées  dans  l e  t ab leau  I I  c i - dessous .

Tab ' l eau  I I  :  B i odé tec teu rs  app f  i qués  à  l a  mesu re  des  t ox i ques .

B  i  oca  ta ' l y  s  eu  r s
(  ré fé rences  )

T  ra  ns  duc teu  r s Tox i  ques Concen t ra t ' i on

cho l  i  nes té rase
(1 )

col  or i  métr i  e pes t i  c i  des 0.1 /10  ms/ l

cho l  i  nes té rase
(2 )

é l  .  p l  a t i  ne pes t i  c i  des 0 , I / 20  ng l l

cho l  i  ne -oxydase ,
acé t y l cho l i nes -
t é rase  (3 )

é l  .  p l a t i ne
(H202)

pes t i  c i  des pa  rô  oxon
a ld i ca rbe

0 ,01 /0 .1  ms / ' l

cho l  i  nes té rase
(4 )

f i  b re  op t i  que
pho tod  i  odes

(co lo r imé t r i e )

pes t i  c i  des
0 rgano -
phos  pho  ré  s

pa  raoxon
0 ,005  mg /1

B .
s.

sub t i l i s
typhi  muri  um

(5)

é l àoz p rodu i  t s
mu ta  gènes

2120  ng /1

Esche r f ch fa  co l  f
( 6 )

é't . à c02 mi  c ropo l  I  uan ts
mé ta l l i ques

0,  13 /
1 ,5  mg/ l

phéno l  oxydase
(7 )

é1.  à  0z phéno l  s 0,6 /6  ns /1

Synechococcus
(8 )

é l .  ca rbone
méd ia teu r+

herb i  c ' i des m in  0  , 02  ng / l

( 1 )  SMITH 1985
(2 )  G00DS0N e t  JACOBS 1974
(3 )  BERNABEI  e t  a l .  1991
(4 )  WOLFBEIS  e t  KOLLER 1989

KARUBE e t  a l .  1981 ,  1982
D0RbJAR0 et BARISAS 1984
HACHOLAN et SCHANEL L977
RAWS0N et  a l .  1987

(5 )
(6 )
(7 )
(8 )
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D 'au t res  b i  ocap teu rs  app l  i  qués  à  I  a  mesure  des  tox i  ques  on t  é té

p résen tés  au  nsecond  I n te rna t i ona l  t . l o r kshop  on  B iosenso rs ,  1989n  ma i s  l es

reche rches  res ten t  pou r  I ' i n s tan t  au  s tade  des  p ré l im ina i r es .  NOACK e t

co ' l l abo ra teu rs  ( 1989 )  on t  m i s  au  po in t  un  cap teu r  au toma t i sé  pe rme t tan t  l a

dé tec t i  on  rap i  de  des  he rb i  c i  des  dans  I  es  eaux  (  r i  v i  è res  ,  I  acs  e t  eaux

usées  )  ;  ce  b ' i odé tec teu r  es t  basé  su r  une  mesure  d i  f f é ren t i  e ' l ' l e  de

f l uo rescence  de  ce l ' l u ' l e s  a l ga les  i ndu i t e  pa r  l e  monu ron  e t ' l a  f l uo rescence

de ' l ' é chan t i l l on .  Ces  au teu rs  on t  ob tenu  pou r  une  concen t ra t i on  de  5  mg / l

d ' i sop ro tu ron  un  empo i sonnemen t  de  99%.

De  même H ILPERT e t  a l .  ( 1989 )  on t  t r ava i ' l l é  au  déve ' l oppemen t  d ' un

cap teu r  pou r  ' l  
a  dé tec t i  on  des  m i  c ropo l  I  uan ts  mé ta l  1  i  ques .  P l  us i  eu rs

assoc ia t i ons  b i oca ta l yseu r - t r ansduc teu rs  on t  é té  t es tées  ôvec  des  p ro té i nes

(phy toché la t i ne ,  mé ta l ' l o t h i oné ines  e t  g ' l u t a th i on )  immob i l i sées  au  n i veau  de

t rans  i  s to rs  à  e f fe t  de  champs  ,  de  c r i  s taux  p i  ézo -é ' l  ec t r i  ques  ou  de

dé tec teu rs  op t i  ques  .  Ces  p ro té i  nes  possèden t  I  a  p rop r i  é té  de  fo rmer  des

g roupemen ts  th ' i o l  s  en  se  
' l  

i  an t  avec  I  es  mé taux .

De  pa r ' l eu r  concep t i on ,  l es  b i ocap teu rs  s ' adap ten t  pa r f a i t emen t  aux

con t rô l es  de  t ox i c i t é  des  eaux .  La  mesu re  en  t emps  rée l  conv ien t  t ou t  à

fa i t  à  des  essa i s  en  dynam ique  e t  pe rme t :

des  con t rô l es  de  t ox i c i t é  en  con t i nu ,

des  con t rô l es  i n  s i t u ,

-  une  au tomat i sa t i on  des  sys tèmes  de dé tec t i on  a i ns i  cons t i t ués ,

-  l a  m i se  en  p l ace  de  sys tèmes  d ' a l e r t e  en  cas  de  cha rge  po l l uan te

ano rma lemen t  é l evée .

Les  sys tèmes  p roposés ,  dans  I  a  I  i  t t é ra tu re ,  ne  dépassen t  pas  I  e

s tade  de  l abo ra to i r e ;  t r ès  peu  son t  en  usage  f n  s f t u  pou r ' l e  con t rô l e  des

mi  c ropo ' l  
' l  
uan ts  e t  de  I  eu r  t ox i  c i  t é .

La  na tu re  même du  réac t i f  b io ' l og ique  pou r ra i t  exp f  i que r  ce t te

d i  f f i  cu1  t é  à  passe r  d ' un  s tade  I  abo ra to i  r e  à  un  p i  1  o te  .  En  e f f e t ,  I  a

sens i  b i  I  i  t é  de  ce  réac t i  f  va  ê t re  fonc t i  on  des  cond i  t i  ons  de  pH,
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tempéra tu re ,  oxygéna t ion  e t  f o rce  i on ique  du  m i ' l i eu  no tamment  :  pa ramèt res

qu i  peuven t  va r i e r  r ap idemen t  f n  s f t u .

Ces  pa ramèt res ,  dé f i  n i  s  dans  I  es  tes ts  s tandard i  sés  de  
' l  
abo ra to i  re ,

dev ron t  éga lemen t  ê t r e  ma in tenus  à  un  n i veau  dé te rm iné  dans  l es  essa i s

e f f ec tués  à  I ' a i de  de  b i ocap teu rs .  Cec i  imp l i que  de  régu1e r  ces  pa ramè t res

dans  l e  f 1ux  à  ana l yse r ,  avan t  son  passage  au  n i veau  de ' l a  membrane  ac t i ve .

Le  b iocap teu r ,  à  p rop remen t  pa r le r  dev ra  donc  ê t re  asso r t i  de  sys tèmes  de

régu la t i on  qu i  von t  comp l  i que r  I ' i n f r as t ruc tu re  de  
' l ' ana l yseu r  

e t

cons t i t ue r  au tan t  de  sou rces  poss ib l es  de  dys fonc t i onnemen t .
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REACTIF BIOLOGIQTIE : I,ES ALGUES

- Activité photosynthétique

- Intérêt des algues unicellulaires pour l'évaluation de

la toxicité des milieux aquatiques

- Utilisation des algues en biotechnologie
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2 .1  Ac t i v i t é  oho tosvn thé t l que

2 .1  . 1  Rapoe l  s  su r  I  a  pho tosvn thèse

Les  a l gues  un i ce l ' l u l a i r es  son t  r econnues  comme é tan t  1es  p roduc teu rs

p r ima i res  du  m i ' l i eu  aqua t i que  (COUTURE e t  a l . ,  1981  :  PARRISH,  1985 )  :

e ' l  I  es  possèden t  donc  une  p l  ace  p r i  v i  I  ég ' i ée  dans  
' l es  

écosys tèmes .

L ' ac t i v i t é  pho tosyn thé t i que ,  ca rac té r i s t i que  de  t ous  l es  végé taux ,

l eu r  pe rme t  de  cap te r  
' l  ' éne rg ie  so la i r e  e t  de  

' l a  
t r ans fo rmer  en  éne rg ie

ch im ique .  Ce t t e  t r ans fo rma t i on  s ' e f f ec tue  en  rédu i san t  
' l e  

C }Z  pou r  f o rmer

des  hexoses  se lon  une  réac t i on  g l oba le  qu i  va  l i bé re r  de  l ' o xygène :

n H2Q + n C02 - )  (CH20)n + n 02

Rappe lons  que  l a  pho tosyn thèse  es t  ca rac té r i sée  pa r  deux  t ypes  de

réac t i ons  ;  l es  r éac t i ons  d i t es  " l um ineusesn  qu i  dépenden t  de  
' l ' abso rp t i on

de  pho tons  e t  I  es  r éac t i  ons  d i  t es  " sombres "  qu i  peuven t  s ' e f f ec tue r  en

I ' absence  de  l um iè re .  L ' éne rg ie  
' l um ineuse  

es t  u t i ' l i sée  du ran t  l a  p rem iè re

phase  de  l a  pho tosyn thèse ,  non  seu lemen t  pou r  r édu i re  l e  NADP+ ,  ma i s  auss i

pou r  phospho ry l e r  I 'AOP.  Les  p rodu i t s  f o rmés  ATP  e t  NADPH2  i n te r v i ennen t

dans  l es  r éac t ' i ons  de  b ' i osyn thèse  ce l  l u ' l a i r e  ( r éac t i ons  nsombnesn )  comme

ce1  l e  des  g l uc i des  à  pa r t i r  du  C02  au  cou rs  du  cyc le  de  Ca ' l v i n .

2 .1  . 2  Aooa  re i  I  oho tosvn thé t i  oue

Chez  
' l e s  

ce l l u ' l es  euca ryo tes .  | ' appa re ' i l  pho tosyn thé t i que  es t

I  oca l  j  sé  dans  I  es  ch1  o rop l  as tes  ;  on  ne  t r ouve  pas  ,  en  revanche ,  chez  I  es

p roca  r yo tes  pho tosyn thé t i  ques  d 'o rgan i  t es  d i  f f é renc i  és  ,  I  es  composan tes

mo l  écu ' l  a i  r es  du  sys tème pho tosyn thé t i  que  se  s i  t uan t  dans  I  a  membrane

ce l ' l u l a i r e .

L ' éne rg ie ' l um ineuse  es t  cap tée  essen t i e ' l ' l emen t  pa r  I ' i n t e rméd ia i r e

de  l a  ch lo rophy l l e ;  l es  deux  au t res  ca tégo r i es  de  p i gmen ts  r e t r ouvés  chez

les  a lgues  :  p igmen ts  ca ro téno ïdes  e t  phycob i  I  i nes  é tan t  de  mo ind re

i  mpor tance .

hv
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Les  mo l  écu l  es  abso rban tes  son t  reg roupées  en  amas  de  p1  us i  eu rs

cen ta i  nes  de  mo ' l écu l  es  appe l  és  an tennes .  Chaque  an tenne  va  se rv ' i r

d ' en tonno i  r  pe rme t tan t  de  co ' l  I  ec te r  1  ' éne rg i  e  
' l um i  

neuse  e t  de  I  a  d i  r i  ge r

ve rs  un  seu l  cen t re  réac t i  onne ' l  .

Les  p i  gmen ts  pho tosyn thé t i  ques  son t  o rgan i  sés  en  deux  ensemb l  es

fonc t i onne ls  (pho tosys tème I  e t  I I )  qu i  son t  connec tés  à  des  cha lnes  de

t ranspo r t  d ' é l ec t rons  chez  l es  a l gues  euca ryo tes  e t  l es  cyanobac té r i es .

Le  pho tosys tème I ,  exc i t é  pa r  un  quan tum lum ineux  va  pe rme t t re  l a

réduc t i on  de  NADP+ ;1e  pho tosys tème  I I  ( c f  f i gu re  2 ) ,  ap rès  exc i t a t i on  e t

ém iss i on  d ' é l ec t rons  possède  un  ca rac tè re  oxydan t  su f f i sammen t  impo r tan t

pou r  d i ssoc ie r  l es  mo ' l écu les  d ' eau  (KATZ ,  1988 ) .

stRofrtA

TUMEN

Reac t ion  co re :  cen t re  réac t i onne l  cons t i t ué  de  2  sous  un i tés  p ro té iques  D l
e t  D2 :  Regu la to r y  cap :  ensemb le  de  p ro té i nes  hyd roph i l es  don t  l a  f onc t i on
es t  de  régu ' l e r  l ' appo r t  en  i ons  (C l - ,  Ca2+ )  du  cyc le  d ' oxyda t i on  de  l ' eau ;
P rox ima l  An tenna ,  D l  s ta l  An tenna :  sous  un i  t és  qu i  reg roupen t  

' l es  
mo l  écu ' l  es

de  p igmen ts  abso rban t  l es  pho tons  l um ineux  :  M :  a tomes  de  manganèse
in te r venan t  dans  1e  cyc le  d ' oxyda t i on  de  l ' eau .

F iqu re  2 :  Représen ta t i on  schémat ique  du  pho tosys tème I I  ( adap té  de  HANSON

et  WYDRZYNSKI .  1990 ) .
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Lors  d '  une  exc i  t a t i  on  I  um i  neuse ,  I  e  cen t re  réac t i  onne l  du

pho tosys tème I I  t r ans fo rme  une  pa r t i e  de  
' l ' éne rg ie  

l um ineuse  abso rbée  en

éne rg ie  po ten t i e l l e  assoc iée  à  une  sépa ra t i on  de  cha rges  é ' l ec t r i ques .  Le

cen t re  réac t i onne l  du  pho tosys tème I I  passe  pa r  un  é ta t  exc i t é  (P6g0* ) .  I l

se  p rodu i t  a l o r s  un  t r ans fe r t  d ' é l ec t rons  ôu  se in  du  pho tosys tème  I I .  Ce

t rans fe r t  f a i t  i n te rven i  r  d i f f é ren ts  coup les  oxydo- réduc teu rs  comme la

phéophyt i  ne et  I  es qui  nones .  L 'é l  ect ron émi  s  v j  ent  comb' l  er  I  e  déf i  c i  t

é lec t ron ique  du  pho tosys tème I .  La  cha ine  de  t rans fe r t  é lec t ron ique  au  se in

des  ch lo rop las tes  es t  schéma t i sée  f i gu re  3 .

Le  cyc le  de  t r ans fe r t  é l ec t ron ique  s ' achève  l o r sque  l a  t o ta ' l i t é  des

composan ts  du  pho tosys tème I I  r edev ien t  neu t re .  La  t y ros ine  Z  t ransmet  un

é lec t ron  au  P680*  e t  comb le  son  dé f i c i t  é l ec t ron lque  en  cap tan t  un  é l ec t ron

fou rn i  pa r  l e  cyc ' l e  d ' oxyda t i on  de  I ' eau  (GOVIN0JEE e t  COLEMAN,  1990 ) .

2 .  1  . 3  Cvc ' l e  d ' oxyda t i  on  de  
' l  ' eau

Ce  cyc le  d ' oxyda t i on  de  I ' eau ,  f a i san t  i n t e r ven i r  des  a tomes  de

manganèse ,  es t  un  mécan i  sme  en  qua t re  é tapes  qu i  va  fou rn i  r  qua t re

é lec t rons  pou r  deux  mo ' l écu ' l es  d ' eau  d i ssoc iées  (WYDRZYNSKI  e t  a l  . ,  1989  :

HANSON e t  WYDRZYNSKI ,  1990) .  Ce  comp ' l exe  p roduc teu r  d 'oxygène  peu t  ex i s te r

sous  5  é ta t s  d ' oxyda t i on  c ro i ssan t .  S0 ,S1 ,  52 ,  53 ,  54  (RUTHtRFORD,  1989 ) .

Lo rsqu ' i l  se  t r ouve  dans  l ' é t a t  54 ,  i l  a  f ou rn i  4  é ' l ec t r ons  e t  r e tou rne  à
' l  ' é t a t  Sg  en  I  i bé ran t  de  l ' o xygène  gazeux .

H+  e -

I
.T  Sg.T S2. -

e- 2H+ H+ e-

L 'é l im ina t ion  des  ions  C l -  au  n iveau  du  PSI I  en t ra lne  une  inh ib i t i on

révers  i  b le  du  mécan ' i  sme de I  i  béra t i  on  d 'oxygène sans  a f  fec te r  I  e  t rans f  e r t

d 'é ' l ec t ron  au  se in  du  PS I I  auss i  l ong temps  qu 'un  donneur  d 'é lec t ron
exogène es t  p résent  (BRUDWIG e t  a l . ,  1989) .  GOVINOJEE e t  COLEMAN (1990)

proposent  d iverses  hypothèses  quant  au  rô le  de  ces  ions  ch lo rures  dans  le

cyc ' le  d 'oxyda t ion  de  I ' eau .  Ces  ions  pour ra jen t  favor i se r  la  l i bé ra t ion  des
pro tons  à  par t i r  de  I 'eau  so i t  en  augmentant  d i rec tement  I 'e f f i cac i té  des
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réac t i  ons  d 'oxyda t ' i on  de  1  ' eau  so i  t  en  s tab i  I  j  san t  
' l es  

i  ons  manganèse  I  es

p lus  cha rgés  des  é ta t s  supé r i eu rs .  Les  i ons  ch lo ru res  pou r ra i en t  éga lemen t

o rgan i se r  
' l e s  p ro té i nes  du  PS  I I  en  un  sys tème  s tab le .
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Potent i  e l  rédox à pH7 (  Vo ' l ts  )

" , , " ) \ ,

QA

\
Q B

cVt b563



23

2 .2  I n té rê t  des  a l ques  un i ce l l u l a l r es  pou r  l ' é va lua t i on  de  l a  t ox l c i t é  des

n i l  i eux  aqua t lques

Les  a l  gues  un i  ce l  I  u l  a i  res ,  compte  tenu  de  
' l  
eu r  ac t i  v i  t é

pho tosyn thé t i que ,  rep résen ten t  l a  ma jeu re  pa r t i e  des  p roduc teu rs  p r ima i res

du  m i ' l  i  eu  aqua t i  que .  A  ce  t i  t r e ,  ces  o rgan i  smes  cons t i  t uen t  I  e  p remi  e r

ma i l l on  des  cha lnes  t r oph iques  e t  i l  appa ra l t  donc  essen t i e l  de  conna î t r e

e t  p réven i r  l ' impac t  des  xénob io t i ques  à  ce  n i veau .

Les  a l gues  un i ce l  l u l a i r es  son t ,  en  e f f e t ,  cons ' i dé rées  comme l es

p i l i e r s  de  l ' o rgan i sa t i on  du  b i o ta  aqua t i que  de  t e ' l l e  so r t e  que  s i  l eu r

c ro i  s sance  es t  a f f ec tée ,  I  a  b i  omasse  des  n i  veaux  supé r i  eu rs  en  sub i  r a

d ' au tan t  l es  r épe rcuss ions  (COUTURE e t  a l  . .  1981 ) .  Les  a l gues  rep résen ten t

l a  sou rce  a ' l  imen ta i  r e  e t  éne rgé t i que  des  o rgan i smes  s i t ués  aux  n i veaux

supé r i eu rs  de  l a  cha lne  t r oph ique ,  donc  une  p roduc t i v i t é  t r op  f a i b l e  ou

i  nve rsemen t  t rop  é ' l evée  va  se  révé ' l e r  né fas te  pou r  ' l es  
o rgan ' i smes  des

n i  veaux  supé r i  eu rs  .

Ce t t e  p l ace  pa r t i cu l i è re  des  a l gues  dans  l es  écosys tèmes  a  f avo r i sé

1  ' ag rémen t  e t  1  ' augmen ta t i  on  cons tan te  de  I  ' u t i  I  i  sa t i  on  des  b i  oessa  i  s  su r

m ic ro -a l gues  pou r  p réd i r e  e t  dé te rm ine r  1  ' ' impac t  des  subs tances  t ox i ques

su r  I  ' env i  r onnemen t  aqua t i  que .

Les  essa i s  su r  a l gues ,  déve loppés  i n j t i a l emen t  pou r  é tud ie r  l es

phénomènes  d ' eu t roph i sa t i on ,  on t  é té  u t i l i sés  pa r  l a  su i t e  pou r  l a

dé te rm i  na t i  on  des  e f fe t s  t ox i  ques  des  m i  c ropo l  I  uan ts  mé ta l  1  i  ques  ,  des

pes t ' i  c i  des  ou  des  e f  f  I  uen ts  i  ndus t r i  e l  s  comp l  exes  .  Le  p ro toco ' l e  de  ces

essa i s  es t  b i en  dé f i n i ;  ces  t es t s  cons t i t uen t  une  mé thode  s tanda rd i sée

pou r  I  ' é t ude  de  I  a  qua l  i  t é  des  eaux  e t  de  I  a  t ox i  c i  t é  des  subs tances

ch im iques  recommandés  pa r  I ' IS0 ,  l ' 0CDE,  
' l  ' AFN0R e t  I 'EPA .

Ces  essa i s  son t  demandés  pou r  l a  cons t i t u t i on  des  doss ie r s  de

no t i f i ca t i on  conce rnan t  l a  m i se  su r  l e  ma rché  de  p rodu i t s  ch im ' i ques

nouveaux .  c l  assés  au  n i  veau  I  se l  on  I  a  6ème d i  rec t i  ve  des  Communau tés

Eu ropéennes  (CEE,  L979 ) .  I l s  se ron t  r equ i s  au  n i veau  du  doss ie r  de  base  dès

I  ' app1  i  ca t i  on  de  1  u  7ème  d i  r ec t i  ve .

Les  a1  gues  possèden t  I  a  p rop r i  é té  de  f i  xe r  e t  de  concen t re r

ce r t a i nes  subs tances  ch im iques  p résen tes  dans  l e  m i l  i eu  aqua t i que .

La  b i  oso rp t ' i on  des  m i  c ropo l  I  uan ts  mé ta l  I  ' i ques  es t  essen t i  e l  I  emen t

1 iée  à ' l a  compos i t i on  de  l a  pa ro i  ce l l u l a i r e :  ce ' l l e - c i  é tan t  r i che  en
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p ro té i nes  e t  po1ysaccha r i des  qu i  son t  capab les  de  f i xe r  l es  mé taux  pa r
' l eu rs  g roupemen ts  hyd roxy l  es ,  ca rboxy ' l es  ou  au t res  g roupemen ts  nuc l  éoph i  I  es

te l  s  que  SH ou  NHe (THARREAU 1990) .  Des  fac teu rs  de  concen t ra t i on  du

cadmium a l l an t  j usqu 'à  16  000  on t  pu  ê t re  obse rvés  pou r  ce r t a i nes  espèces

a lga ' l es  (FERARD,  1986 ) .  Les  a l gues  un i ce l l u ' l a i r es  b i oaccumu len t  éga lemen t
' l es  

m ' i  c ropo l  I  uan ts  o rgan i  ques  1  i  poph i ' l es  te l  s  que  pes t i  c i  des  rémanen ts  e t

PCB (BQYLE,  1984) .  Ske le tonema cos ta tum ou  lVos toc  musco rum p résen ten t  a ins i

des  f ac teu rs  de  concen t ra t i on  supé r i eu rs  à  15  000  pou r  1a  d i e l d r i ne .

Ce t t e  capac ' i t é  des  a l gues  à  b i oaccumu le r  l es  subs tances  ch im iques

peu t  condu i re  à  des  phénomènes  de  b i omagn i f i ca t i on  des  concen t ra t i ons  pou r

I  es  n i  veaux  supér i  eu rs  des  cha l  nes  t roph i  ques  .  Les  concen t ra t i  ons  t rès

é l  evées .  t r ouvées  aux  ma i  I  I  ons  supé r i eu rs ,  peuven t  a l  o r s  en t ra l ne r
' l ' appa r i t i on  

d ' e f f e t s  t ox i ques  t r ès  impo r tan t s  se  t r adu i san t  à  p ' l us  ou

mo ' i  ns  I  ong  te rme  pa  r  I  a  d i  spa  r i  t i  on  d '  espèces  .

2 .2 . I  C r i t è res  de  I a  t ox i c i t é  su r  a Iques

Les  essa i s  su r  a ' l gues  on t  pou r  ob jec t i f  d ' éva lue r  l es  e f f e t s

tox i ques  des  subs tances  ch im iques ,  s imp les  ou  comp ' l exes ,  su r  l es

p roduc teu rs  p r ima j  r es  du  m i  1  i eu  aqua t i que .

Deux  app roches  son t  généra l  emen t  env i  sagées  pou r  éva l  ue r  I  es

répe rcuss ions  de  ces  subs tances  t ox i ques  su r  l es  a l gues  un i ce l  l u l a i  r es  :

so  j  t  des  tes ts  su r  des  popu ' l  a t i ons  monospéc i  f  i  ques  au  
' l  
abo ra to i  re  so i  t  des

é tudes  su r  l es  communau tés  phy top lanc ton ' i ques  fn  s f t u  ou  t ranspor tées  au

labo ra to i r e  (WONG e t  COUTURE,  1986 ) .

Les  essa i  s  su r  des  popu ' l  a t i  ons  monospéc i  f i  ques  son t  e f fec tués

essen t i  e l  I  emen t  dans  des  cond i  t i  ons  s ta t i  ques  ;  c ' es t  à  d i  r e  que  I  a

subs tance  t ox i que  es t  a j ou tée  dans  l e  m i l i eu  réac t i onne l  en  débu t  de  t es t .

Les  e f f e t s  son t  ensu i t e  mesu rés  ap rès  p l us i eu rs  j ou rs  de  t emps  de  con tac t .

I ' l  n ' y  a  aucun  appo r t  de  m i l i eu  nu t r i t i f  f r a i s  n i  aucune  supp ress ion  des

p rodu ' i t s  ca tabo l  i  ques  du ran t  1  ' expé r imen ta t i  on .

Le  sys tème é tan t  f e rmé ,  l es  va r ia t i ons  de  pH,  l es  teneurs  en  02  e t

I  es  teneurs  en  nu t r imen t  von t  cons tamment  va r i  e r  en  fonc t i  on  de

1 'augmen ta t i on  de  l a  b i omasse  a l ga le  ( l r l 0NG e t  COUTURE,  1986 ) .

L ' u t i l i sa t i on  de  sys tèmes  en  dynam ique  pe rme t  d ' expose r  l es  a ' l gues  à

un  f l ux  con t i nu  de  l a  so ' l u t i on  t ox i que ,  de  nu t r imen ts  e t  a i ns i  de  se
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rapp roche r  des  cond i t i ons  du  m i l i eu  na tu re l .  Ces  essa i s  son t  géné ra lemen t

app l i qués  pou r ' l a  m i se  en  év idence  des  e f f e t s  ch ron iques ' l o r s  d ' expos i t i ons

à  moyen  e t  l ong  te rme  (GEA,  1980) .

Des  mod i  f i  ca t i  ons  dans  
' l  
a  s t ruc tu re  des  communau tés

phy top lanc ton iques ,  qu ' e11es  i n te r v i ennen t  dans  l a  d i ve rs i t é  ou  dans

I ' abondance  des  espèces ,  peuven t  se rv i r  d ' ou t i l  pou r  ca rac té r i se r  
' l e s

e f f e t s  d i r ec t s  des  subs tances  t ox i ques  (AMBLARD e t  a1 . ,  1990 ) .  La  mesu re

des  rappor t s  p roduc t i on /b iomasse  ou  ATP/AMP peu t  se  révé ' l e r  u t i l e  pou r

dé tec te r  l es  e f f e t s  i ns i d i eux  des  xénob io t i ques  au  n i veau  de  l a  communau té

a1ga1e ,  a ' l o r s  que  ces  mêmes  e f f e t s  t ox i ques  mesu rés  pa r  mod i f i ca t i on  de

ce t t e  communau té  ne  son t  pas  pe rcep t i b l es  (COUTURE e t  a | . ,  1987 ) .

Le  ca rac tè re  t ox i que  d ' une  subs tance  ch im ique  va  pouvo i r  s ' exp r ime r

en  mod i f i an t  f  i n t ég r i t é  s t r uc tu ra l e  du  m ic ro -o rgan i sme  tes té  ou  b i en  se

t radu i re  pa r  des  a l t é ra t i ons  b i och im iques  f onc t i onne l  l es  ( syn thèse  des

ac ides  nuc lé i ques  ou  des  p ro té i nes ,  i nh ib i t i on  d ' ac t i v i t és  enzyma t i ques

spéc i  f i  ques  )  .

BOYLE (1984 )  r épe r to r i e  d i f f é ren tes  t echn iques  de  mesu re  des  e f f e t s

d i r ec t s  des  t ox i ques  su r  a l gues  :

-  ass im i ' l a t i on  du  C02  marqué  pa r  I ' i n t e rméd ia i r e  de  l a  pho to -

syn thèse ,
-  quan t i f i ca t i on  de  

' l a  p roduc t i on  de  1 ' oxygène  pho tosyn thé t i que ,
-  mesu re  de  l a  c ro i ssance  basée  su r ' l a  mod i f i ca t i on  de  l a  numéra t i on

ce l  I  u l  a i  r e .
-  mesu re  des  c r i t è res  phys io l og iques  e t  de  I ' a c t i v i t é  b i och im ique .

D 'une  man iè re  p l us  géné ra le ,  MUNAWAR e t  a l .  ( 1989 )  on t  r eg roupé  l es

i nd i ca teu rs  pe rme t tan t  d ' éva lue r  l ' é t a t  de  san té  d ' une  communau té

phy top lanc ton ' i que  i n  s i t u  ( f i gu re  4 ) .  Ces  i nd ' i ca teu rs  peuven t  ê t r e

rep résen ta t i f s  de  l a  s t r uc tu re  de  l a  communau té ,  de  1 ' aspec t  des  ce l l u l es

ou  b i en  de  l eu rs  f onc t i ons  b i och im iques .
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F iqu re  4  :  I nd i ca teu rs  de  l ' é t a t  de  san té  des  communau tés

phy top lanc ton iques  i n  s i t u  ( d ' ap rès  MUNAWAR e t  a l . ,  1989 ) .

2 .2 .L .1  Es t ima t i on  de ' l a  b i omasse  a l qa le

De  t ous  l es  c r i t è res  é tud iés  pou r  éva ' l ue r  l es  e f f e t s  t ox i ques ,  1e

p ' l us  cou rammen t  u t i ' l i sé  r es te  l a  mesu re  de ' l a  c ro i ssance  a l ga le  ( I . J0NG e t

couTuRt ,  1986) .
L 'e f f e t  du  t ox i que  es t  dé te rm iné  pa r  comp tage  du  nombre  de  ce l l u l es

à  i  n te rva l  
' l e  

de  temps  régu ' l  i  e r  en  compa  ran t  ce t te  c ro i  ssance  à  ce l  I  e  d '  une

cu l t u re  t émo in .

Ce t t e  dé te rm ina t i on  de ' l a  concen t ra t i on  a1ga1e  peu t  s ' e f f ec tue r  pa r

comp tage  m ' i c roscop ique  ou  à  I ' a i de  d ' un  comp teu r  de  pa r t i cu l es  (CHRISTENSEN

e t  a l  .  ,  1979 )  .  Le  comp tage  m ' i  c roscop i  que ,  s ' i  I  s ' avè re  f as t i  d i  eux ,  pe rme t ,

en  revanche ,  de  recue i l l i r  des  i n fo rma t i ons  su r  l es  a l t é ra t i ons

morpho log iques  pouvan t  r ésu l t e r  de  1 ' expos i t i on  à  
' l a  

subs tance  t ox i que .

La  c ro i ssance  de ' l a  popu la t i on  a l ga ' l e  peu t  ê t r e  éva luée  pa r  mesu re

du  po ids  sec  ap rès  f i l t r a t i on  e t  séchage  à  105oC (AB0U WALY e t  a l . ,  1991 ) .

Cet te techni  que est  moi  ns souvent  ut i  I  i  sée que 1e comptage ce ' l  I  u ' l  a  i  re  et

s ' app l i que  d i f f i c i l emen t  l o r sque  l es  i nocu la  de  dépa r t  son t  f a i b l es :  103

ou  104  ce l  I  u l  es /m l  .

PITToPr lrcToi H€AtTlr ASSESS]iIiT
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LEHMACHER e t  SCHANZ (1989)  es t imen t  I ' acc ro i ssemen t  de  l a  b iomasse

a lga le  pa r  mesu re  de ' l a  consommat i on  d ' une  so lu t i on  de  KHn04  0 , lN  en  f i n  de

tes t .  Ces  au teu rs  i nd iquen t  une  co r respondance  de  résu l ta t s  avec  une  mesure

du  po ids  sec  ou  une  dé te rm ina t i on  du  taux  de  ch lo rophy l l e .

La mesure des p igments photosynthét iques est  également  f réquemment

app l i quée  pou r  es t ime r  l a  b i omasse  a l ga ' l e ;  l a  ch ' l o rophy l l e  pouvan t  ê t r e

mesurée  i n  v i vo  ou  i n  v i t ro  pa r  f ' l uo rescence  ou  pa r  opac imé t r i e  (PARRISH,

1985 )  .

La  l ongueu r  d ' onde  pou r  l a  mesu re  de  l a  suspens ion  a l ga le ,  i n  v i vo ,

peu t  va r i e r  se lon  l es  au teu rs .  NYH0LM e t  DAMGAARD (1990)  p récon isen t  une

longueur  d 'onde  de  600  nm pour  Se lenas t ru rn  cap r i co rnu tun  tand is  que

KLAPWIJK  e t  a l .  ( 1989 )  u t i l i sen t  une  mesu re  à  680  nm co r r i gée  pa r  ' l a

dens i t é  op t i que  à  750  nm pou r  vé r i f i e r  l a  t u rb i d i t é  de  l ' é chan t i l ' l on .

WALSH e t  MERI  LL  (  1984)  i  nd i  quen t  que  I  a  mesure  du  taux  de

ch ' l o rophy ' l l e  t o ta ' l  pa r  spec t ropho tomét r i e  donne  un iquemen t  une  es t ima t ion

app rox ima t i ve  de  l a  quan t i t é  e t  de  l ' é t a t  phys io l og ique  de  
' l a  

b ' i omasse

a lga le .  Le  t aux  de  ch lo rophy l l e  pa r  ce l l u ' l e ,  pa r  r appo r t  à  l a  ch lo rophy l l e

tota I  e  ,  donnera ' i  t  une mei  
' l  ' l  

eure est i  mat i  on de I  'e f  f  e t  tox i  que .

D i  f f é ren ts  so l  van ts  son t  u t i ' l  i  sés  pou r  ex t ra i  re  e t  dose r  I  a

ch lo rophy l l e  :  acé tone ,  mé thano l ,  é thano l  ou  DMS0.  SARTORY e t  GR0BBELAAR
(1984 )  on t  cons ta té  une  me i ' l l eu re  e f f  i cac i t é  d ' une  ex t rac t i on  à  

' l  ' é t hano l

ou  au  mé thano l  pou r  dose r ' l a  ch ' l o rophy l l e  chez  l es  a l gues  ve r t es  e t  l es

cyanophycées ,  compara t i vemen t  aux  au t res  t echn iques .  La  mesu re  de  l ' e x t r a j t

ac i d i f i é  pe rme t  d ' éva lue r  l a  concen t ra t i on  en  phéop igmen ts  (AFNOR 1984a ) .

Ces  mé thodes  spec t ropho tomét r i ques ,  pa r  con t re ,  su res t imen t  l es  teneurs  en

ch lo rophy l  l e  e t  phéophy t i ne  (SARTORY,  1985 ) .  Une  dé te rm ina t ' i on  pa r  HPLC

pu i s  f l uo r imé t r i e  es t  a l o r s  p ré fé rab ' l e  (SARTORY,  1985  ;  AFNOR 1984b ) .

La  f l uo rescence ,  mo ins  f réquemment  emp loyée .  se  révè le  beaucoup  p lus

sens ' i b ' l e  que  l a  mesu re  d ' abso rp t i on  de  l um iè re  à  une  l ongueu r  donnée
(NYH0LM e t  KALLQVIST ,  1989 ) .  Les  t echn iques  i n  v i vo  son t  sens ib ' l es ,

p réc i ses  e t  ne  nécess i t en t  pas  de  phases  d ' ex t rac t i on  avan t  dosage .

La var ia t ion  de  f luo rescence  ôF  es t  un  paramèt re  u t i l i sé  par  COUTURE

et  a l .  (1981)  dans  des  essa is  de  tox ic i té  comme b io ind ica teur  de  l ' é ta t
phys io log ique  de  la  popu la t ion  a lga le  tes tée ;  ces  au teurs  ayan t  observé
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une  d im inu t i on  du  ôF  en  fonc t i on  des  concen t ra t i ons  c ro i ssan tes  en  tox ' i que .

Ce  pa ramèt re  t i en t  compte  à  l a  f o i s  de  l a  concen t ra t i on  des  ce ' l ' l u ' l es

a lga ' l es  e t  de  l eu r  é ta t  phys io l og ique ;  i l  es t  dé f i n i  pa r  l a  r e l a t i on

su i  van te  :

ôF=Fgçyg -F

où  Fgçyg  =  f l  uo rescence
e tF= f l uo rescencede

indu i t e  pa r  l e  DC t lU  à  10 -5M,
l ' échan t i l l on  i n  v f vo

La  t eneu r  en  adénos ine  t r i phospha te  (ATP)  es t  un  i nd i ca teu r  sens ib l e

de  l a  b i omasse  ac t i ve  e t  va  dépend re  de  l ' é t a t  phys io l og ique  des  ce ' l l u l es

(VASSEUR e t  a l . , 1981  ;  VAN C0 ILL IE  e t  a l . ,  1983 ) .  Ce  pa ramè t re  i nd ique ,  en

e f  f e t ,  I  ' i n tens i  t é  du  mé tabo l  i  sme  des  ce l  I  u ' l es  a ' l ga ' l es  e t  pe rme t

d ' en reg i  s t r e r  I  es  pe r t u rba t i  ons  dues  à  des  subs tances  t ox i  ques  .  La

va r i a t i on  t r ès  
' r ap ide  

de  1a  t eneu r  en  ATP  d ' o rgan i smes  ce l  l u l a i  r es

ma in tenus  dans  des  cond i t i ons  dé favo rab ' l es  en  f a i t  un  c r i t è re  de  t ox i c ' i t é

sens ib ' l e  e t  p récoce ,  b i en  adap té  aux  é tudes  de  t ox i c i t é  a i guë  (VASSEUR e t

a l . , 1981 ) .

L 'ATP  es t  ex t ra ' i t  des  ce l l u l es  a l ga les  pa r  l e  DMS0 ,  j l  es t  ensu i t e

dosé  pa r  b ' i o l um inescence  ap rès  add i t ' i on  du  comp lexe  l uc i f é r i ne - l uc i f é rase

(  COUTURE e t  a l  .  ,  1981  )  .

I l  ex i s t e  une  bonne  co r ré l a t i on  en t re  l a  t eneu r  en  ATP  e t  l a  mesu re

de  l a  b i omasse  pa r  numéra t i on  ce l ' l u ' l a i r e  ou  
' l  ' a ss ' im i l a t i on  de  ca rbone

marqué  (PARRISH,  1985 ) .  Le  rappo r t  ATP /ce l ' l u l e  (THOMPSON e t  a7 . ,  1987  i

COUTURE e t  a l . , 1989 )  es t  un  bon  i nd i ca teu r  de  l a  capac i t é  de  rep r i se  de

cu l t u res  a l ga les  pendan t ' l a  pé r i ode  d ' expos i t i on  au  t ox i que .

La  mod i  f  i  ca t i  on  du  poo l  d 'ATP des  ce l  
' l  
u l  es  a  1  ga  1  es  es t  rap i  de  ;

BLA ISE  (1984 )  a  expé r imen té ,  de  ce  f a i t ,  un  m ic ro tes t  a l ga l  d ' une  du rée  de

4  heu res  en  u t i l i san t ' l ' ATP  comme c r i t è re  de  mesu re  pou r  dé te rm ine r  l es

e f f e t s  t ox i ques  de  re j e t s  l i qu i des .

La  cha rge  éne rgé t i  que  de  I  ' adénos  i  ne  (  oadeny ' l  a te  ene rgy  cha  rge "  )

peu t  éga lemen t  ê t r e  u t i l i sée  pou r  mesu re r  l es  e f f e t s  des  e f f ' l uen t s  su r  l e

phy top lanc ton  ( l ' lALSH e t  MERILL ,  1984) .  Ce t te  cha rge  éne rgé t i que  es t

rep résen ta t i ve  de  l ' é ta t  phys io log ique  du  phy top ' l anc ton  (FALK0 t rJSKI .  1977)  ;

e l l e  es t  dé f i n i e  pa r ' l a  r e l a t i on  :
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( IATP l  +  L l 2  IADPI )
cEA =

(  [ATP]  +  [ADP]  +  [AMP]  )

Les  t ro i  s  nuc ' l éo t i  des  AMP,  ADP,  ATP

tous  l es  p rocessus  éne rgé t i ques  ce l ' l u ' l a i  r es

mob i  
' l  
i  t é ,  i  nduc t i  on  enzymat i  que  e t  t rans fe r t

La détermi  nat i  on du facteur  CEI

enzymat ique  de  I 'AMP e t  ADP sous  fo rme  d 'ATP

son t ,  en  e f f e t ,  imp l  i qués  dans

:  b i  osyn thèse ,  t r anspo r t  ac t i  f  ,

de  
' l  '  i  n f  o rma t i  on  géné t i  que  .

nécess i  t e  I  a  t rans fo rma t i  on

pou r  ê t r e  dosés .

AMBLARD e t  a l .  ( 1990 )  u t i l i sen t ,  pou r  l eu r  pa r t ,  ' l a  
dé te rm ina t i on

des  nuc l  éo t i  des  ATP e t  ADP pour  ca ' l  cu ' l  e r  I  a  b ' i omasse  ca  rbonée  de

popu la t i ons  a l ga les  à  I ' a i de  d ' un  f ac teu r  co r rec t i f  se l on  l a  f o rmu le :

Cv= ( tATP l+ [ADP] ) x130

2.2 .L .2Mesure  de  I  ' ac t i  v i  t é  oho tosvn thé t i  que

La  mesu re  de  l ' a c t i v i t é  pho tosyn thé t i que  de  popu ' l a t i ons  a l ga les  es t

un  pa ramèt re  f réquemment  su i v i  pou r  me t t re  en  év idence  l es  e f fe t s  t ox iques

des  po1 ' l  uan t s .  Ce t t e  ac t i v i t é  peu t  ê t r e  quan t i f i ée  pa r  l e  su i v i  du

dégagemen t  d ' oxygène  ou  pa r  une  éva lua t i on  de  l a  p roduc t i on  p r ima i re  des

a lgues  qu i  va  se  t r adu i re  pa r  une  ass im i l a t i on  de  C02  marqué .

Ces  essa i  s  donnen t  des  réponses  p1  us  rap i  des  que  I  es  t es t s

d ' i nh ib i t i on  de  c ro i ssance  c ' l ass ' i que  e t  p résen ten t  éga lemen t  l ' a van tage  de

loca l i se r ' l e  s i t e  d ' ac t i on  du  p rodu i t  t es té .

Le  comp ' l exe  enzyma t i que  assoc ié  à  l a  r éac t i on  de  pho to l yse  de  I ' eau

se  révè l  e  I  ' une  des  composan tes  I  es  p1  us  sens i  b l  es  de  1  ' appa re i  l

pho tosyn thé t i que .  L ' i nh ib i t i on  de  l a  p roduc t i on  d ' oxygène  consécu t i ve  à  une

exc i  t a t i  on  I  um i  neuse  a  donc  é té  cons i  dé rée  comme i  n té ressan te  e t  rap i  de

pou r  éva lue r  l a  t ox i c i t é  des  subs tances  ch im iques  :  qu ' i l  s ' ag i sse

d 'he rb i c i des  (KRATKY e t  WARREN,  197 la )  ou  b i en  de  mé taux  (OVERNtLL .1975 :

OVERNELL ,  I 976 ;  CALLEGARI  e t  LANNOYE,  1981 ) .

Les  mé thodo log ies  u t i l i sées  pou r  éva lue r  I ' a ss im i l a t i on  du  l aC

va r i en t  de  man iè re  impo r tan te  se lon  l es  au teu rs .  C0UTURt  e t  a l .  ( 1981 )

p récon isen t  un  temps  d ' i ncuba t i on  de  10  m inu tes  avec  du  t t a t t l 4C03  ap rès  un
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temps  de  con tac t ,  des  ce ' l ' l u l es  a l ga les  avec  l e  t ox i que  qu i  va r i e  de  1à  L4

jou rs .  L ' ass im i l a t i on  es t  ensu i t e  s toppée ,  pu i s  l es  ce l l u l es  son t  exposées

à  une  l um iè re  i n tense  pou r  assu re r  l a  des t ruc t i on  de  l a  ch lo rophy l l e .

LACAZE (  1987 )  a  soumi s  .  pour  sa pa r t ,  Phaeodacty l  um t r i  cornutum à des

ex t ra  ï  t s  aqueux  de  séd i  men ts  ma  r i  ns  du ran t  96  heu res  ,  I  a  pé r i  ode

d ' i ncuba t i on  avec  l e  ca rbone  marqué  é tan t  de  4  heu res .  L ' échan t i l l on  a

ensu i t e  é té  f i l t r é  pu ' i s  1a  rad ioac t i v i t é  mesu rée  pa r  sc i n t i ' l l a t i on  l i qu i de .

Un  même temps  d ' i ncuba t i on  de  4  heu res  a  é té  cho is i  pa r  WONG e t  CHAU
(1990 ) ,  ma i s  l e  t emps  de  con tac t  Se lenas t rum cap r i co rnu tum -  se l s  de  z i nc

es t  r édu i t  à  24  heu res .  Pa r  des  ex t rac t i ons  avec  d i f f é ren t s  so l van t s ,  i ' l

e s t  poss ib ' l e  d ' a f f i ne r  l ' e xpé r i ence  en  dé te rm inan t  I ' i n co rpo ra t i on  du

ca rbone  i  no rgan i  que  dans  I  es  mac romo l  écu ' l  es  i

po l ysaccha r i des  (AMBLARD e t  a l . ,  1990 ) .

I  i  p i  des  ,  p ro té i  nes  e t

NYHOLM e t  DAMGAARD (1990)  on t  déve loppé  un  tes t  à  cou r t  t e rme

d 'ass im i ' l a t i on  du  14C  O 'une  du rée  t o ta l e  de  6  heu res  i nc l uan t  l a  pé r i ode  de

con tac t  t ox i que  -  ce l  l u l es  a l ga les  e t  
' l a  pé r ' i ode  d ' i ncuba t i on  avec  l e

ca rbone  marqué .  Les  C I  50  dé te rm inées  pa r  ce  tes t  à  cou r t  t e rme  son t  p lus

é levées  que  ce ' l l e s  ob tenues  pa r  un  essa i  d ' i nh ib i t i on  de  c ro i ssance  de  96

heu res .  Néanmo ins ,  pou r  des  p rodu i t s  t e ' l s  que ' l  ' an i so le  ou  1e  cu i v re  (Cu?+ )

1es  gammes  de  concen t ra t i ons  tox iques  son t  du  même o rd re .

2 .2 .L .3  Mesu re  des  ac t i v i t és  b i och ' im iques  f onc t i onne ' l ' l e s

Des  c r i  t è res  p l  us  spéc i  f i  ques  re f l  é tan t  I  e  mé tabo l  i  sme  ou  une

fonc t i on  b i och im ique  pa r t i cu l i è re  son t  éga lemen t  emp loyés  pou r  es t ime r

l ' i n f ' l uence  des  po l l uan t s  su r  ces  a l gues  un i ce l l u l a i r es .  L ' i nh ib i t i on  de  l a

syn thèse  des  ac ides  nuc lé i ques  ou  des  p ro té i nes  peu t  t r adu i re  des  e f f e t s

tox i ques .

A f i n  d ' éva lue r  l es  t aux  de  syn thèse ,  des  p récu rseu rs  r ad ioac t i f s

i nc ' l uan t  du  14C  ou  3H  son t  u t i l i sab les  comme l a  L  l euc ine  pou r  l a  syn thèse

des  p ro té i nes ,  l ' u r i d i ne  pou r  l ' ARN e t  l a  t hym id ine  dans  l e  cas  de  I 'ADN

(VAN COILL IE  e t  a l . ,  1983 ) .

La  mesure  du  taux  de  p ro téosyn thèse  a  é té  emp loyée  pa r  VAN C0 ILL IE

e t  a l .  ( 1981 )  pou r  s imu le r  l ' i n f l uence  de  
' l a  

n i se  en  eau  de  rése rvo i r s

d ' eau  po tab le .  L ' i nco rpo ra t i on  de  l a  L  
' l euc ine  

dans  l a  f r ac t i on  p ro té i que

es t  rap i  de  ,  i  n f  é r i  eu re  à  60  m ' i nu tes  .
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GADKARI  (1987 ) ,  pou r  sa  pa r t ,  a  es t imé  l e  ca rac tè re  t ox i que

d 'he rb i c i des  i nh ib i t eu rs  de  l a  pho tosyn thèse  en  mesu ran t  I ' a c t i v i t é

n i t rogénase chez Anabaena cy l indr ica et  lVostoc noscorum.

Des  essa i s  po r t an t  su r  
' l a  

t ox i c i t é  des  po ' l l uan t s  mé ta l l i ques  on t

i nd iqué  que  ' l a  
f i xa t i on  de  l ' a zo te  mo lécu la i r e  chez  Anabaena  sp i r o fdes

é ta i t  p l us  sens ib l e  que  1e  pa ramè t re  d ' i nh ib i t i on  de  c ro i ssance  (K0STAYEV.

1980 ) .  Pa ra l l è l emen t ,  l es  é tudes  menées  su r  l a  pe rméab i l i t é  membrana i re  on t

non t ré  une  fu i  t e  ex t race l  I  u l  a i  re  de  K+  e t  Na+ .  Ce  changemen t  de

pe rméab i l  i t é  ce l l u l a i r e  se  man i f es te  dès  l es  p rem iè res  m inu tes  ap rès

con tac t  avec  l e  z i nc  ou  l e  coba l t ,  a l o r s  que  l a  f i xa t i on  d ' azo te

mo lécu la i r e  ou  l e  t aux  de  pho tosyn thèse  ne  son t  pas  a f f ec tés .

La  compara i son  de  l ' i nh i b i t i on  de  c ro i ssance  chez  Se lenas t rum

cap r i co rnu tum avec  l e  t aux  d ' ass im i l a t i on  de  phospha te  i nd ique  que  ce t t e

de rn iè re  t echn ' i que  es t  p l us  sens ib l e  pou r  es t ime r  l es  e f f e t s  t ox i ques  du

d ' i ch roma te  de  po tass ium e t  du  3 ,5 -d i ch ' l o rophéno1  (NYH0LM,  1991 ) .

2 .2 .L .4  Cy tomé t r i e  de  f l ux

La  cy tomé t r i e  de  f l ux  es t  une  mé thode  ana l y t i que  qu i  pe rme t  de

comp te r ,  ana  l y se r ,  t r i  e r  sé l  ec t i  vemen t  I  es  ce l  I  u l  es  b i  o1  og i  ques  de

popu l  a t i  ons  comp l  exes .  MUNAWAR e t  a l  .  (  1989 )  cons i  dè ren t  que  ce t te

techn ique ,  app l i quée  aux  ce l l u l es  a1ga1es ,  es t  p rom ise  à  un  déve loppemen t

rap ide  pou r ' l a  p ro tec t i on  des  env i r onnemen ts  aqua t i ques .

Les  ce l l u l es ,  i n j ec tées  dans  l e  cap i l ' l a i r e  du  cy to f ' l uo rog raphe ,  von t

passe r  au  t r ave rs  d ' un  f a ' i s ceau  l ase r  qu i  va  exc i t e r  t ous  l es  f l uo roch romes

p résen ts  e t . r éag i r  avec  
' l a  

su r f ace  e t  l es  s t r uc tu res  i n te rnes  ce l l u ' l a i r es .

D i f f é ren t s  pa ramè t res  op t i ques  comme l a  f ' l uo rescence  des  ce ' l l u l es  e t  l a

d i spe rs i on  de  l a  l um iè re  (CUNNINGHAM e t  LEFTLEY,  1986 )  son t  mesu rés  pendan t

un  t emps  t r ès  cou r t  de  passage  des  ce l l u l es  devan t ' l e  l ase r .

L ' ana l yse  e t  l e  t r a i t emen t  des  données  recue i l l i e s  son t  m i ses  en

mémo i re  e t  pe rme t ten t  d ' e f f ec tue r  un  t r i  des  ce l l u l es  à  pa r t i r  des  s i gnaux

op t i ques  ob tenus  e t  de  l a  mesu re  du  vo lume  ce l l u l a i r e .

La  p ' l  upa r t  des  techn iques  de  co lo ra t i on  u t i  I  i  san t  des  marqueurs

f l uo rescen ts  son t  app l i cab les  à  l a  cy tomé t r i e  de  f l ux .  A ins i ,  i l  e s t

poss ib l e ,  se l on  l e  ma rqueu r  emp loyé ,  de  mesu re r  l a  quan t i t é  d 'ADN,  d 'ARN,

l e  t aux  de  p ro té i nes  pa r  ce l l u ' l e ,  e t  éga ' l emen t  d ' es t ime r  l e  pH
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in t race l l u l a i r e  ou  t es te r ' l a  v i ab i l i t é  ce l l u ' l a i r e  (CUNNINGHAM e t  LEFTLEY,

1986 ) .

TRASK e t  a l .  ( 1982 )  on t  pu  i den t i f i e r  d i f f é ren tes  espèces  a l ga les  en

comb inan t  p lus ieu rs  pa ramèt res  op t i ques  :  p ropôga t ion  du  rayon ,

f ' f  uo rescence  de  l a  ch lo rophy l l e ,  co l o ra t i on  de  I 'ADN ce ' l ' l u ' l a i r e  (H0  33342

ou  DAPI  ( 4 ' - 6 ' d i am in ido -2 -phény l i ndo le ) ) .  D ' au t res  co ' l o ran t s  son t  éga ' l emen t

u t i l i sab les  pou r  me t t r e  en  év idence  ce t  ADN :  m i t h ramyc ine  (YENTSCH e t  a l . .

1983 ) ,  b romure  d ' é th i d i um (BONALY e t  MESTRE,  1982 ) ,  ac r i d i ne  o range  (BONALY

e t  a l . , 1987 ) .

LEFORT-TRAN e t  a l .  ( 1988)  on t  dé te rm iné  pa r  cy tomét r i e  de  f l ux  l es

d i f f é ren tes  phases  du  cyc ' l e  ce l l u l a i r e  chez  Eug lena  g rac i  l f s  en  f onc t i on  du

s tade  de  c ro i ssance  de  
' l a  

cu ' l t u re .  La  mod i f i ca t i on  du  cyc le  ou  1 ' a r rê t  en

phase  de  rép l i ca t i on  son t  des  é l émen ts  qu i  peuven t  i nd ique r  des  a l t é ra t i ons

de  l a  ce l l u l e  pa r  des  agen ts  t ox i ques  ex te rnes .

2 .2 .2  Tes t s  no rma l i sés  d ' i nh ib i t i on  de  c ro i ssance

Les  t echn iques ,  ayan t  pou r  ob jec t i f  l ' é va lua t i on  de  
' l a  

t ox i c i t é

d ' e f f l uen t s  ou  de  p rodu ' i t s  ch im iques  su r  
' l e s  

ce l l u ' l es  a1ga1es .  son t

va r i ées .  E l l es  se  ca rac té r i sen t  pa r  une  es t ima t i on  g l oba le  de  l a  t ox i c i t é

(mesu re  de  l a  b i omasse )  ou  b i en  ce t t e  dé tec t i on  peu t  ê t r e  a f f i née  pa r  une

m i  se  en  év i  dence  de  
' l a  

mod i  f  i  ca t i  on  de  I  ' ' i n t ég r i  t é  s t r uc tu ra ' l e  des  m  j  c ro -

o rgan i  smes  ou  une  a t te i  n te  des  f  onc t i  ons  b i  och im i  ques  de  I  a  ce ' l l  u ' l e .

La  p l upa r t  de  ces  t echn iques ,  s i  e l l es  p résen ten t  une  sens ib i l i t é

é l evée ,  nécess i t en t  un  appa re i l l age  soph i s t i qué ,  co t t eux  e t  un  t emps  de

p répa ra t i on  impo r tan t  ( dé te rm ina t i on  de  l 'ATP ,  mesu re  de  I ' ass im i l a t i on  du
1 Â' -C  ou  des  p récu rseu rs  r ad i  oac t i  f  s  de  I  a  syn thèse  des  ac i  des  nuc ' l é ' i ques  e t

p ro té i  nes .  .  .  )  .  Ces  mé thodes  son t  p1  us  adap tées  à  des  reche rches

fondamen ta les  qu ' à  des  essa i s  en  rou t i ne .

Les  t es t s  a l gues  no rma l  i sés  pa r  ' l  ' AFN0R,  ' l  ' 0CDE,  I ' IS0  e t  EPA  son t

réa l  i sés  en  s ta t i que  avec  des  cond i t i ons  d ' expos i t i on  ( t empé ra tu re ,

ag i t a t i on ,  m i l i eu ,  l um iè re )  b i en  dé f i n i es .  La  subs tance  t ox i que  es t  a j ou té

en  débu t  de  tes t  :  
' l es  

e f fe t s  phys io log iques  son t  ensu i te  mesurés  ap rès

p lus i eu rs  j ou rs  de  cu l t u re  (3  à  I  j ou r s ) .

Ces  t es t s  do i ven t  ê t r e  sens ib l es .  avo i r  un  co0 t  de  rev i en t  f a i b l e  e t

ê t r e  u t i l i sab les  en  rou t i ne .  Un  c r i t è re  g1oba1  de  mesu re ,  l ' é va lua t i on  de

la  c ro i ssance  a lga ' l e ,  a  donc  é té  re tenu  pou r  me t t re  en  év idence  
' l es  

e f fe t s
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tox iques  des  subs tônces  ch im igues .  Les  rnesu res  son t  e f fec tuées  pa r  comptage

d i  rec t  des  ce l  I  u l  es  ou  pa r  des  techn i  ques  spec t roscop i  ques  .  E l  I  es

pe rme t ten t  1a  dé te rm ina t i on  d ' une  C I  50 ,  C I  10  e t  C I  90  a i ns i  qu ' un  seu i l

a ' l g i  s ta t i  que  e t  a  I  g i  c i  de  .

Un  souc i  d ' a t  l ègemen t  de  ce t t e  mé thodo log ie  a i ns i  que

l ' acc ro i ssemen t  du  nombre  d ' essa i s  a  condu i t  à  l a  m i se  au  po ' i n t  des  t es t s

a ' l gues  réa l  i sés  en  m ' i c rop laques  (BLA ISE ,  1984  ;  BLA ISE  e t  a l  . ,  1986 ) .

Les  espèces  a l ga les  p récon i sées  do i ven t  sa t i s f a i r e  à  p l us i eu rs

c r i  t è res  pou r  ê t re  u t i  
' l  

i  sab l  es  dans  ces  tes ts  d '  éco tox i  c i  t é  .  Ce l  I  es  -  c i

do i ven t  ê t r e  sens ib l es ,  r ep résen ta t i ves  des  m i l i eux  aqua t i ques ,  ne  pas

séc ré te r  d ' au to tox i nes ,  ne  pas  p résen te r  d ' ag réga t i on  ce l l u l a i r e  e t  c ro î t r e

dans  un  m i ' l i eu  nu t r i t i f  s imp le .  A ins i  des  ch lo rophycées  d ' eau  douce  t e l l es

que  Ch lo re l l a  vu lga r f s ,  Scenedesnus  subsp ica tus  ou  Se lenas t rum

capr i co rnu tum on t  é té  re tenues  pou r  l a  réa l i sa t i on  de  ces  essa is  (VASSEUR

e t  J0UANY,  1986 ) .
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2 .3  U t i l l sa t i on  des  a l ques  en  b l o techno loo ie

Les  m ic ro -a lgues  p roca ryo tes  ou  euca ryo tes  on t  susc i té  un  i n té rê t

dans  des  doma ines  au t res  que  ce lu i  des  con t rô ' l es  de  tox i c i t é  en  m i ' l i eu

aqua t i  que .  Ces  o rgan i  smes  un i  ce l  I  u1  a  i  r es  t rouven t ,  ê r  e f fe t ,  des

app ' l i ca t i ons  dans  des  sec teu rs  auss i  va r i és  que  l ' a l imen ta t i on  (an ima le  ou

huma ine ) ,  l a  cosmé to ' l og ie ,  1a  p roduc t i on  d ' éne rg ie  ou  l ' épu ra t i on  des  eaux

(C f  f i gu re  5 ) .

Fixation d'azotr
(Nz)

Exùaction de mélaùolitca
(birÉntusuics)

F iqUre  5 :  Doma ines  d ' app ' l i ca t i ons  des  cu l t u res  de  m ic ro -a l gues  (d ' ap rès

CALLEGARI ,  1989 ) .

Les  a l gues  un i ce l l u l a i r es  rep résen ten t  
' l a  p r i nc i pa le  sou rce  de

nou r r i t u re  en  aquacu ' l t u re  pou r  1 ' é l evage  à  l ' é che l l e  commerc ia l e  des

po i ssons ,  mo l l usques  e t  c rus tacés .  BAUD e t  co l l abo ra teu rs  ( 1990 )  on t ,  pa r

exemp le .  m i s  en  év idence ' l ' i n t é rê t  de  I ' appo r t  de  Ske le tonema  cos ta tum su r
' f a  

c ro i ssance  de  Rud i t apes  ph i l i pp i na rum (pa lou rde  j apona i se ) .  Ce t  appo r t

augmen te  
' l a  

t a i ' l 1e  moyenne  f i na ' l e  e t  l a  quan t i t é  de  cha i r  avan t  l a

commerc i  a l  i  sa t i on .

Les  t eneu rs  en  ac ides  am inés  a i ns i  que  l a  na tu re  des  l i p i des  de  ces

m ic ro -a l gues  von t  i n f l ue r  de  man iè re  impo r tan te  su r  l a  c ro i ssance  des

b i va ' l ves  (CALLEGARI ,  1989 ) .

Des  expé r i ences  de  nu t r i t i on  su r  des  po rcs ,  r a t s ,  sou r i s  on t

démon t ré  l ' appo r t  p ro té i que  é1evé  de  d i ve rses  espèces  a l ga les  z  Ch lo re l l a ,

Scenedesmus ,  Sp f ru l i na ,  l eu r  i nco rpo ra t l on  dans  l a  r a t i on  a l imen ta i r e

n 'en t ra lnan t  pas  d 'e f fe t s  t ox iques  (DE LA  NOUE e t  D t  PAUW,  1988) .
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Les cyanophycées,  ch lorophycées ou d iatomées excrètent  de nombreuses

v i  t am i  nes  hyd roso ' l  ub l  es  (  v i  t  B l z ,  86 ,  B1  ,  b i  o t i  ne ,  c )  .  Ce t te  I  i  bé ra t i  on

dans  l e  m i l i eu  peu t  ê t re  impor tan te  pu i sque  Anabeana  hass f l f  va  exc ré te r

94% de  l a  b i o t i ne  syn thé t i sée  (CALLEGARI .  1989 ) .  Des  cu l t u res  de  Ch lo re l l a

e t  Po rphy r id ium son t  ac tue ' l l emen t  exp lo i t ées  en  réac teu r  c los  pou r  l a
p roduc t i on  de  v i t am ines  au  Japon  e t  à  Ta iwan .

Les  reche rches  conce rnen t  éga lemen t  l e  con tenu  en  I  i p i des  de  ces

a lgues  un i ce1 lu ' l a i r es  (ac i des  l i no l é i que ,  l i no l én ique  e t  e i cosa -
pen taéno ique ) ,  composan ts  essen t i e l s  de  l ' a l imen ta t i on  huma ine ,  a i ns i  gue

I  a  teneur  en  p i  gmen ts  pouvan t  ê t re  u t i  I  i  sés  comme co l  o ran ts  dans

l '  i ndus t r i e  a l  imen ta i  r e .

.  Des  eaux  rés i dua i res  non  t ox i ques  d ' o r i g i ne  domes t i que ,  i ndus t r i e l  l e

ou  ag r i co l e  peuven t  ê t r e  épu rées  pa r  des  popu la t i ons  m ix tes  a l gues  /

bac té r i es .  Les  p rodu i t s  d ' oxyda t i on  bac té r i enne  son t  ass im i l és  pa r  l es

a1gues  e t  I ' o xygène  pho top rodu i t  se r t  de  subs t ra t  à  1 ' oxyda t i on  aé rob ie  de

l ' e f f l uen t  pa r  l es  m ic ro -o rgan i smes  (CALLEGARI ,  1989 ) .  I l  es t  poss ' i b l e ,

pou r  des  e f f l  uen ts  r i  ches  en  azo te  e t  phosphore .  de  d im i  nue r  I  es

concen t ra t i ons  de  ces  composés  de  90% env i ron  (DE LA  NOUE e t  DE PAUI^ I ,

1988 ) .

Ces  t echn iques  d ' épu ra t i on ,  dans  un  souc i  de  ren tab i l i t é  e t  auss i  de

sa lub r i t é ,  son t  géné ra lemen t  coup lées  avec  des  sys tèmes  de  p roduc t i on  de

b iomasse  a l ga le  pou r  I ' a l  imen ta t i on  an ' ima le  ou  pou r  l ' e x t r ac t i on  de

ce r ta i nes  subs tances  ch im iques  (0E  LA  NOUE e t  DE  PAUI , ,  1988 ) .

L ' épu ra t i on  d ' e f f l uen t s  cha rgés  en  mé taux  cadm ium e t  ch rome  a  é té

env i  sagée  en  u t ' i  I  i  san t  des  a1  gues  un i  ce l  I  u l  a i  res  compte  tenu  de  I  eu rs

capac i t és  de  f i xa t i on  é l evées  (THARREAU,  1990 ) .

La  cu l  t u re  des  a  l  gues  un i  ce l  I  u ' l a  i  r es  revê t  un  i  n té rê t  en  qu ' i

conce rne  I ' ex t r ac t i on  des  p rodu i t s  de  base  pou r  l es  b i o - i ndus t r i es
(1 i p i des ,  g l ycé ro l .  hyd roca rbu res ,  po l ysaccha r i des )  ou  de  p rodu i t s

b io l og iquemen t  ac t i f s  ( t ox i nes ,  i nh ib i t eu rs  d ' enzymes ,  an t i b i o t i ques  e t

an t i f ong iques ) .  GUDIN  (1989 )  i nd ique  I ' ex ' i s t ence  au  s tade  p i  l o t e  de

réacteurs ut i  I  i  sant  Botryococcus brauni  i  pour  I  a  product i  on

d 'hyd roca rbu res .  Le  n i veau  commerc ia l  es t  a t te in t  pou r  : l a  p roduc t i on  de
phycob i l i p ro té ines  pa r  des  Rhodophycées  (CALLEGARI ,  1989) .
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L ' immob i l i sa t i on  du  ma té r i e l  b i o l og ique  es t  une  t echn ique  de  p l us  en
p ' l us  f r équemmen t  app l i quée  pou r  f avo r i se r  l a  p roduc t ' i on  ex t race l l u ' l a i r e  des

mic ro -a1gues .  Ce t te  techn ique  p résen te  en  e f fe t  de  nombreux  avan tages  pa r

rappo r t  à  I ' u t i l i sa t i on  de  réac teu rs .  E ' l l e  pe rme t  une  sépa ra t i on  e f f ec t i ve

du  b i oca ta l yseu r  avec  l e  m i ' l i eu ,  ce  qu i  f ac i  I  i t e  
' l a  

r écupé ra t i on  des
p rodu i t s  ;  e l ' l e  pe rme t ,  en  ou t re ,  I ' augmen ta t i on  de  

' l a  
dens i t é  a l ga le  a i ns i

que  1a  conse rva t i on  e t  l e  r ecyc lage  du  b i oca ta l yseu r  (TREVAN e t  MAK.  1988  ;
CALLTGARI ,  1989 ) .

MUALLEM e t  a l  .  (  1983 )  on t  immob i  I  i  sé  d i  ve rses  espèces  de

cyanobac té r i es  pa r  adso rp t i on  su r  une  mousse  de  po l yu ré thane  pou r  p rodu ' i r e

HZ  e t  NADPH2 .  BA ILLEZ  e t  a l .  ( 1988 )  on t  app l i qué  l a  même  techn ique  pou r

p rodu i re  des  composés  ca rbonés  avec  Eo t r yococcus  b raun i i .

Ap rès  ex t rac t i on  des  p rodu i t s  économiquemen t  i n t é ressan ts ,  l a

ma jeu re  pa r t i e  de  l a  b i omasse  a l ga le  se  t r ouve  sous  f o rme  de  rés i dus

ce l  
' l  
u l  a  i  r es  qu i  peuven t  ê t re  conve r t i  s  pa  r  f e rmen ta t i  on  en  mé thane  ou

a l  coo l  .
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L '  i n t ens ' i t é  de  I ' ac t i v i t é  pho tosyn thé t i que  d ' a l gues  un i ce ' l l u ' l a i r es  a

é té  env i  sagée  comme pouvan t  ê t re  rep résen ta t i  ve  de  
' l a  po l ' l u t i  on  des  m i  I  i  eux

aqua t iques  su r  
' l es  

espèces  végé ta les .  Deux  phénomènes  t radu isan t  ce t te

ac t i v i t é  pho tosyn thé t i que  e t  consécu t i f s  à  une  exc i t a t i on  l um ineuse  on t  é té

é tud iés  e t  app l i qués  à  l a  r éa l i sa t i on  de  b i ocap teu rs :  ém iss i on  d ' un  f l ux

d ' é l ec t rons  e t  p roduc t i on  d ' oxygène .

L ' amp l  i t ude  du  s i gna ' l  mesu ré  va  ê t re  d im inuée  en  p résence  de

po ' l l uan t s  ag i ssan t  su r  I ' a c t i v i t é  pho tosyn thé t i que .  L ' a f f a i b l i s semen t  du

s i  gna l  en reg i  s t r é  t r adu i  r a  donc  
' l a  

t ox ' i c i  t é  des  p rodu i  t s  t es tés .

Le  cho i x  de  b i oca ta l yseu rs  ce l  I  u ' l a i  r es  nous  es t  appa ru  p1  us

pe r f  o rman t  pou r  I  a  m i  se  en  év i  dence  de  
' l a  

t ox ' i  c i  t é  d 'e f  f  I  uen ts

mu ' l  t i  compos  i  t es  ,  
' l e  

spec t re  de  sens i  b ' i  
' l  
i  t é  de  te l  s  cap teu rs  é tan t ,  en

e f fe t ,  beaucoup  p lus  l a rge  que  ce lu i  de  sys tèmes  enzymat iques  p ' l us

spéc i f i ques .  La  p répa ra t i on  des  b i oé lec t rodes  à  ce ' l ' l u ' l e s  en t i è res  es t  auss i

p l us  s imp le  e t  pe rme t  d ' é l a rg i r  1a  p ' l age  d ' u t j l i sa t i on  de  ce  cap teu r  ( pH  e t

tempéra tu re  no tamment )  compa  ra t i  vemen t  à  I  '  u t i  I  i  sa t i  on  d 'enzymes  ou

d 'o rgan i t es  ce l  l u l a i  r es .

3 .1  Svs tème de  mesure  du  f l ux  é lec t ron ioue

Ce  sys tème  quan t i f i e  l e  t r ans fe r t  d ' é l ec t rons  l e  l ong  de  l a  cha îne

pho tosyn thé t i  que  consécu t i  vemen t  à  des  s t imu l  i  I  um i  neux .  Les  a ' l  gues

un i ce l ' l u l a i r es  son t  immob i ' l i sées  pa r  f i l t r a t i on  su r  membrane  e t  p ' l acées  au

con tac t  d ' un  dé tec teu r  é l  ec t r och im i  que .  Ce  t r ansduc teu r ,  de  na tu re

ampéromêt r i que ,  mesure  l es  cou ran ts  fa radaTques  qu i  se  p rodu ' i sen t  l o rsque

des  é lec t rons  son t  échangés  en t re  un  sys tème b io log ique  e t  une  é ' l ec t rode

ma in tenue  à  un  po ten t i e l  app rop r ié  (H IGGINS e t  L0 l , lE ,  L987) .  Ce t te  ca tégo r ie

de  dé tec teu rs  se  ca  rac té r i  se  pa  r  
' l  ' app l  i  ca t l  on  d 'un  po ten t l  e l  cons tan t

en t re  l ' é l ec t rode  de  t rava l l  e t  une  é lec t rode  aux l l i a l re  ma in tenue  à  un

potent le l  de référence.  Le composé détecté va subi r  une oxydat ion ou une

réduc t i on  à  l ' é l ec t r ode  de  t r ava i l  ;  l e  cou ran t  mesu ré  es t  a l o r s

d i r ec temen t  p ropo r t i onne ' l  à ' l a  concen t ra t i on  du  p rodu i t  à ' l a  su r f ace  de
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l  ' é ' l ec t rode  .  Le  po ten t i  e ' l  imposé  do i  t  ê t re  su f  f  i  san t  pou r  pe rme t t re  à  l  a

réac t i on  d ' oxydo - réduc t i on  de  se  p rodu i re .

La  pa ro i  ce l l u l a i r e  ag ' i t  comme une  ba r r i è re  à  1 ' échange  d ' e -  en t re
' l es  

composés  oxydo-  réduc teu rs  de  I  a  ce l  I  u l  e  e t  
' l  ' é l  ec t rode  co l  I  ec t r i  ce

(BENNETO e t  a1 . , 1983 )  e t  s ' oppose  a i ns i  au  t r ans fe r t  d i r ec t  des  é ' l ec t r ons

en t re  l e  b i oca ta l yseu r  e t  l ' é l ec t r ode .  Ce  rô l e  de  ba r r i è re  de  l a  pa ro i

a l ga ' l e  a  é té  con f i rmé  pa r  CARPENTIER e t  M IMEAULT  (1987 )  e t  PURCELL  e t  a l .
(  1990)  qu i  on t  pu  mesure r  un  pho tocou ran t  d i  rec temen t  en  u t i  I  i  san t  des

membranes  de  t hy l aco ides  de  f eu i ' l  l e s  d ' ép ina rd en  so l  u t i  on  ou

i  mmobi  I  i  sées .

Ce t te  imposs i  b i  I  i  t é  de  réa ' l  i  se r  une  mesure  d i  rec te  du  f l  ux

d ' é l ec t rons  nous  a  condu i t  à  u t i ' l i se r  des  mo lécu les  é l ec t ro -ac t i ves  ou

méd ia teu rs  qu i  von t  dé tou rne r  I es  é ' l ec t r ons  ém is  au  n i veau  des

ch1  o rop l  as tes  e t  I  es  t r ans fé re r  à  I  ' é l  ec t r ode .  Ces  méd i  a teu rs  von t

dé tou rne r  
' l  
es  é l  ec t rons  de  I  eu r  accep teu r  na tu re l  e t  ag i  r  comme un

accep teu r  t e rm ina ' l  d ' é l ec t rons  (FREW e t  H ILL ,  1987 ) .

Ces  mo ' l  écu l  es  é l  ec t ro -ac t i  ves  do i  ven t  répondre

ca rac té r i s t i ques  pou r  ê t r e  u t i l i sées  comme méd ia teu r  :

d i  f f é ren tes

-  l a  r éac t i on  d ' oxydo - réduc t i on  do ' i t  ê t r e  r ap ide .  r éve rs i b l e ,  avec

I  e  b ' i oca ta ' l yseu r  e t  à  
' l  '  é l  ec t rode  ,

l e  méd ia teu r  do i t  ê t r e  *  s t ab le  sous  sa  f o rme  oxydée  ou  rédu i t e

que l  que  so i  t  
' l  
e  pH  du  m i  I  i  eu ,

*  non  t ox i que  pou r  l e  b i oca ta l yseu r ,

-  1e  po ten t i e l  r édox  do i t  ê t r e  cho i s i  de  man iè re  à  év i t e r  des  i n te r -

f é rences  é l ec t roch im iques  suscep t i b l es  de  se  p rodu ' i r e  avec  l es

au t res  subs tances  ch im iques  p résen tes  en  so ' l u t i on  (H IGGINS e t

LO IJE .  1987  ;  TURNER,  1987 ) .

LOt , lE (  1985)  a recensé d i  f férents  composés pouvant  êt re ut i  I ' i  sés

comme méd i  a teu r  pou r  des  é lec t rodes  â  enzymes  :  benzoqu i  none ,

po l yv i  o ' l ogène ,  ch l  o ran i  I  ,  b l  eu  de  mé thy ' l ène  e t  dé r i  vés  du  f  e r rocène .  De

même H IGGINS e t  LOWE (1987 )  p récon i sen t  l ' u t i l i sa t i on  du  2 ,6 -

d i ch ' l o rophéno l i ndophéno l  (DCPIP ) ,  e t  ce l l e  du  f e r r i c yanu re  de  po tass ium



pou r  coup le r  é l ec t roch im iquemen t  l a  g l  ucose  ox idase  à

t rava i l  pou r  l a  dé te rm ina t i on  du  g ' l ucose  en  so lu t i on .
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I  ' é l  ec t r ode  de

Le  méd ia teu r  peu t  se  t r ouve r  so i t  sous  f o rme  so lub ' l e  e t  l i b re  dans

la  so lu t i on  so i t  immob i l i sé  au  con tac t  de  l ' é l ec t r ode  de  t r ava i l .  V INCKE e t

a l  .  (  1985 )  a i  ns i  que  RAWSON e t  a l  .  (  1987  )  on t  u t i ' l  i  sé  
' l e  

f e r r i  cyanure  de
po tass ïum en  so lu t i on  pou r  dé te rm ine r  r espec t i vemen t  l a  t eneu r  en  L - l ac ta te

à  pa r t i r  de  
' l e vu res  

immob i ' l i sées  e t  I ' i n t ens i t é  de  
' l  ' a c t i v i t é

photosynthét ique chez Synechococcus.

Les  dé r i vés  du  f e r rocène  son t  
' l e  p l us  souven t  immob i l i sés  su r  des

é lec t rodes  de  ca rbone  ce  qu i  pe rme t  de  p réven i r  1a  d i f f us i on  du  méd ia teu r

au  de là  de  l a  su r f ace  ac t i ve  de  l ' é l ec t r ode  (HALE  e t  a l . ,  1989 ) .  ces

cap teu rs  à  méd ia teu rs  immob i l i sés  on t  a t t e i n t  l e  s t ade  commerc ia l  no tammen t
pou r  1e  dosage  du  g l ucose  en  so lu t i on  (GUILBAULT  e t  LUONG,  1989 ) .

Nous  avons  u t i l i sé  des  méd ia teu rs  so lub les  pou r  ces  essa i s .  Ceux -c i

se  t r ouven t  sous  f o rme  oxydée  en  so lu t i on ,  i l s  von t  i n t e r f é re r  au  n i veau  de
' l a  

cha lne  de  t r ans fe r t  é l ec t ron ique  e t  se  rédu i re  en  ag i ssan t  comme un

accep teu r  t e rm ina l  d ' é l ec t rons .

La  réoxyda t i on  du  méd ia teu r  en t ra l ne  l a  p roduc t i on  d ' un  cou ran t

mesu ré  pa r  l e  c i r cu i t  ex te rne .  L ' amp l i t ude  de  ce  cou ran t  de  réoxyda t i on  du

méd i  a teu r  es t  p ropo r t i  onne l  I  e  à  I  ' ac t i  v i  t é  pho tosyn thé t i  que  du

b ioca ta l yseu r .  Le  mode  d ' ac t i on  du  méd ia teu r  es t  schéma t i sé  f i gu re  6 .
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/

M(Ox)

I
M(Red)

î

Microorganisme

F iqu re  6  :  P r i nc i pe  d ' ac t i on  du  méd ia teu r  en  so lu t i on  (M(0x )  r ep résen te ' l a

f o rme  oxydée  du  méd ia teu r ,  M (Red )  l a  f o rme  rédu i t e ) .

3 .1 .1  Aooa re i l  l aqe  u t i ' l  i sé

3 .1 .1 .1  Ce l  I  u ' l e  é l  ec t r och im i  que

L 'appa re i ' l l age  u t i l i sé  es t  de  concep t i on  i den t i que  à  ce lu i  déc r i t

pa r  RAWSON e t  co l l abo ra teu rs  ( 1987 )  pou r ' l a  dé tec t i on  des  he rb i c i des  pa r

Synechococcus  dans  l es  eaux  de  su r face .  La  ce l l u le  é lec t roch im ique  es t

i nco rpo rée  dans  un  b l oc  de  P lex i g l as  ;  l a  c i r cu la t i on  du  m i l i eu  s ' e f f ec tue

de  man iè re  t angen t i e l l e  à  l a  su r f ace  du  b i ocap teu r  pe rme t tan t  a i ns i  une

c i r cu la t i on  con t i nue  du  m i l i eu  au  n i veau  des  é l ec t rodes  comme rep résen té

f i gu re  7 .

î

(Ox

Vers c i rcui t  externe

Electrode

M(Ox) M(Red)
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La  ce ' l  l u l e  é l ec t roch im ique  es t  a l  imen tée  en  con t i nu  pa r

I ' i n te rméd ia i re  d 'une  pompe  pé r i s ta ' l t i que  n ru l t i canaux  (WATSON HARLOI . I  202  U ,

Fa lmou th ,  G .B . ) .  Le  déb i t  cho i s i  es t  de  2m1 lm in .

El ectrode Ag/AgCl

E lec t rode de  graph l te

A l g u e s  u n l c e l l u l a l r e s

F l  ux  en t ran t
+

médl ateur

D'l ode I  uml  neuse

F iqu re  7  :  S t ruc tu re  de  l ' appa re i l l age  u t i l i sé .

Le  sys tème réa l  i sé  es t  un  sys tème

é l  ec t rode  de  g raph i  t e  (é l  ec t rode  de

a rgen t / ch l  o ru re  d ' a rgen t  ( é l  ec t r ode  de

combi  nées )  .

Fl  ux  sor tan t
+

m é d i  a t e u r

à  2  é lec t rodes  comprenan t  une

t rava i  I  )  e t  une  é l  ec t rode

ré fé rence  e t  con t re  é l  ec t rode

Une  i n te r f ace  p rog rammab le  (ARTEK,  Lave rdon ,  Bucks ,  G .B .  )  es t

connec tée  à  un  m ic ro -o rd i na teu r  (BBC M ic rocompu te r  ACORN,  Cambr i dge ,  G .B .  )

a f i n  d ' en reg i s t r e r  l es  cou ran t s  ob tenus  l o r s  de  I ' exc j t a t i on  l um ineuse  du

b ioca ta l yseu r .  L ' i n t e r f ace  ma in t i en t  l e  po ten t i e l  cons tan t  e t  pe rme t

1 'en reg i s t remen t  en  con t i nu  des  cou rbes  I= f ( t )  pou r  4  é lec t rodes  en

s  i  mu l  t ané  .
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L 'exc i t a t i on ' l um ineuse  des  a l gues  un i ce l l u l a i r es  es t  r éa l i sée  pa r

I ' i n t e rméd ia i r e  d ' une  d i ode  éme t t r i ce  rouge  possédan t  son  max imum à  635  nm

e t  une  i n tens i t é  l um ineuse  de  125  m i l l i cande l l as .  La  du rée  e t  l a

pé r i od i c i t é  des  f l ashs  l um ineux  son t  dé f i n i es  de  man iè re  à  ob ten i r  une

réponse  pho tosyn thé t i que  d ' i n tens i té  cons tan te  (C f  f i gu re  8 ) .  La  phase

obscu re  do i t  ê t re  su f f i samment  l ongue  pou r  pe rme t t re  un  re tou r  à  l a  l i gne

de  base .

Le  b i oca ta l yseu r ,  immob i l i sé  pa r  adso rp t i on

ma in tenu  au  con tac t  de  l ' é l ec t r ode  de  t r ava i l .

luA

f  :  f laah lumineux

F iqu re  I  :  Rep résen ta t i on  schéma t i que  du  cou ran t  p rodu i t  pa r  l es  m ic ro -

o rgan i smes  ' immob i l i sés  en  réponse  à  des  exc i t a t i ons  l um ineuses  success i ves .

3 .1 .1 .2  E lec t rode  de  q raph i t e

su r  membrane  es t

expé r iences  on t  é té

(Le  Ca rbone  Lo r ra i ne ,

es t  dé ta i l l é  annexe

repo l  i  es  su r  pap i  e r

Les  é l  ec t rodes  u t i  I  i  sées  pou r  I  es  d i  f f é ren tes

p répa rées ,  au  l abo ra to i r e ,  à  pa r t i r  de  ca rbone  PAPYEX

Gennev i ' l l j e r s ,  F . ) .  Le  p ro toco ' l e  de  f ab r i ca t i on  su i v i

I .

temps

f i  I  t r e .

Ap rès  chaque  expér ience ,  l es  é lec t rodes  son t
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Remarque  :  La  fab r i ca t i on  manue l l e  des  é ' l ec t rodes  de  g raph i te  en t ra lne  une

g rande  va r i ab i l i t é  de  l eu r  r és i s t ance  i n te rne .  A ins i ,  se1on  l es  é l ec t rodes

ut i  
' l  
i  sées ,  1  'ampl  i  tude du courant  mesuré en réponse à des s t i  mu' l  i  

' l  
umi  neux

peu t  va r i e r  de  man iè re  impo r tan te  (p ra t i quemen t  du  s imp le  au  doub ' l e ) .  Les

sé r i es  d ' é l ec t rodes  cho i s i es  on t  donc  des  rés i s t ances  i n te rnes  s im i l a i r es

a f i n  de  pouvo i r  compare r  l ' amp l i t ude  des  cou ran t s  mesu rés .

3 .1 .1 .3  E lec t rode  Aq lAqC l

Des  sec t i ons  de  f i l  d ' a rgen t  d ' un  d i amè t re  de  1 ,2  mm (BDH)  son t

recouve r tes  d 'un  dépô t  de  ch ' l o ru re  d 'a rgen t  (mode  de  p répa ra t i on  p résen té

annexe  I  )  .

Ce t te  é1ec t rode  Ag /AgC1 rep résen te  I  a  comb ' i na  i  son  d 'une  con t re

é lec t rode  e t  d ' une  é l ec t rode  de  ré fé rence .  E l l e  va ,  au  cou rs  de  l a  r éac t i on

d 'oxydo -  réduc t i  on  ,  dé l  i  v re r  un  cou ran t  e t  n ' es t  donc  pas  i  ne r te .  Le  dépô t

de  ch lo ru re  d ' a rgen t  va  p rog ress i vemen t  se  d i ssoud re  se1on ' l a  r éac t i on  :

Fe (CN)64 -  *  AgC l ,

Ces  é l ec t rodes  son t  r ep répa rées  t r ès  régu ' l i è remen t  ap rès  po l i s sage  à

l a  t o i l e  Emer i .

3 .L .2  Réac t i f  b i o l oq ique

Les  essa  i  s  on t  é té  réa ' l  i  sés

rep résen ta t i  ves  des  eaux  douces  .

hab i tue l  l emen t  recommandées  pou r

hyd r ique  :

p r i  nc i  pa1  emen t  su r  des  ch1  o rophycées

Les  espèces  cho i  s i  es  son t  ce l  I  es

I  es  t es t s  d ' éco tox i  c i  t é  en  m i  I  i  eu

Ch lo re l l a  vu lga r ï s  (CCAP 211 /11b )  ( 1 ) ,

Se lenas t rum cap r i co rnu tun  (ATCC 22662)  (2 ) ,

Scenedesmus  subsp fca tus  (Go t t i ngen  86 -81 )  (3 ) ,

Synechoccocus  (PCC 5301)  (4 ) .

Les  souches  (1 ,2 ,3 , ) ,  conse rvées  au  l abo ra to i r e ,  son t  cu l t i vées

s té r i l emen t  e t  en t re tenues  pa r  rep iquage  hebdomada l re  en  m i l i eu  LEFEBVRE e t

CZARDA (compos i t i on  dé ta i l l ée  annexe  I I ) .  Synechoccocus  es t  cu l t i vée  en

m i l i eu  BG 11  (R IPPKA e t  a l . , 1979 ) .
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3 .1 .3  Immob i ' l i sa t i on  du  b i oca ta l yseu r

3 .1 .3 .1  Adso ro t i on  su r  membrane

Les  a l gues  son t  immob i l i sées  pa r  f i l t r a t i on  su r  membrane  (d i amè t re  5

mm iden t i que  à  ce1u i  de  l ' é l ec t r ode  de  g raph i t e ) .  Ce t t e  membrane  es t  p l acée

au  con tac t  de  
' l  ' é ' l ec t rode .  ' l a  

f  ace  suppor tan t  I  es  m i  c ro -o rgan i  smes  con t re

l e  d i sque  de  g raph i t e .  Le  f i l t r e ,  a i ns i  p répa ré ,  es t  ma in tenu  en  p l ace  pa r

un  f i l e t  de  ny ' l on  ce rc l é  pa r  un  anneau  de  caou tchouc .

Les  membranes  u t i  I  i  sées  son t  des  membranes  d 'a  I  um i  n i  um don t  I  e

d i  amè t re  des  po res  es t  de  0  , 2  pm (AN0TEC,  B ranbu ry ,  G .  B .  )  .  ces  f i  I  t r es

son t  r i g i des  e t  dev iennen t  t r ans luc i des  ap rès  hum id i f i ca t i on .  La  ma jeu re
pa r t i e  de  ces  expé r i ences  avec  méd ia teu r  a  é té  r éa l i sée  avec  un  sys tème  de

doub le  membrane .  La  couche  de  ce l  l u ' l e s  a l ga les  es t  p l acée  en  nsandw ich "

en t re  l es  deux  membranes  a f i n  de  l im i t e r  l es  pe r t es  de  b i oca ta l yseu r  pa r

l ess i vage .

Pour  I  a  p répa  ra t i  on  des  é l  ec t rodes  ,  on  p ré l  ève  une  f rac t i  on  de

cu l t u re  a ' l ga1e  en  phase  exponen t i e l  1e  de  c ro i ssance .  Ce t t e  f r ac t i on  es t

d i l uée  s i  nécessa i re  avec  du  m i ' l i eu  de  cu l t u re  s té r ' i ' l e  j usqu 'à  ob ten t j on

d 'une  va leu r  de  0 .0 .  p roche  de  0 ,5  ( 0 .0 .  mesu rée  à  665  nm) ,  r ep résen tan t

une  concen t ra t i on  a ' l ga le  de  9 .106  ce ' l l u l es /m l  ,  5 . 106  ce l l u l es /m l  ,  7 . 106

ce l l u ' f es /m ' l  r espec t i vemen t  pou r  Ch lo re l l a  vu lga r i s ,  Scenedesmus  subsp ica tus

et  Selenas t rum capr i  cornutum.

Chaque  é lec t rode  es t  ensu i t e  p répa rée  à  pa r t i r  de  1  m l  de  ce t t e

so lu t i on  ;  ap rès  cen t r i f uga t i on  (900xg  pendan t  3  m inu tes ) ,  l e  cu lo t  es t

rem i  s  en  suspens i  on  dans  25  p1  de  m i  I  i  eu  de  cu l  t u re  pu i  s  f i  I  t r é  su r  I  a

membrane .

3 .1 .3 .2  I nc l us i on  dans  un  qe l  d ' a l q i na te

Ch lo re l l a  vu lga r i s  a  é té  immob i l i sée  dans  un  9e l  de  na tu re
po l ysaccha r i d i que  (a l g i na te ) .  Le  b i oca ta l yseu r ,  p répa ré  sous  f o rme  de  b i l l e

d ' a1g ' i na te ,  a  é té  app l i qué  à  l a  dé tec t i on  de  d i f f é ren t s  he rb i c i des .

La  t echn ique  de  p répa ra t i on  des  ces  b i l l e s  d ' a l g i na te  es t  l a

su i van te  :  une  f r ac t i on  de  cu l t u re  a ' l ga1e  (60  m l  env i r on )  es t  cen t r i f ugée

a f i  n  de  concen t re r  
' l  
es  ce l  1  u l  es .  Le  cu l  o f  es t  récupéré  e t  rem i  s  en

suspens ion  dans  une  so lu t i on  d ' a l g i na te  0 ,5% (po ids / vo lume) .  La  so ' l u t i on ,
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a ins i  p répa rée  es t  homogéné i sée  pu i s  p ré l evée  à  
' l  ' a i de  d ' une  se r i ngue .  Le

mé ' fange  a lg ' i na te /Ch lo re l l a  vu lga r f s  es t  ve rsé  gou t te  à  gou t te  dans  un

béche r  con tenan t  du  ch lo ru re  de  ca l c i um à  une  concen t ra t i on  de  0 ,1  M ,

en t ra l nan t  l a  f o rma t i on  imméd ia te  de  b i ' l l e s  de  cons i s tance  so l i de .  En  e f f e t
' l  ' a l  g i  na te  es t  composé  d ' un  b l  oc  

' l i  
néa i  r e  d ' un  copo ' l ymère  d ' ac i  de  D

mannuron i  que  e t  L  gu l  u ron i  que  qu i  peu t  ê t re  so l  i  d i  f i  é  pa  r  des  i  ons

mu ' l t i va ' l en t s  hab i t ue l l emen t  l e  ca l c i um e t  I ' a l um in ium (KENNEDY e t  CABRAL .

1983 ) .  Ces  i ons  j ouen t  l e  r ô l e  d ' agen ts  de  ré t i cu l a t i on .

Les  b i l l e s  a i ns i  f o rmées  son t  conse rvées  dans

t  heu re  à  4oC ,  pu ' i s  r i  ncées  à  1  ' eau  d i  s t i  I  I  ée .

Deux  p rocessus  d i f f é ren ts  de  conse rva t ' i on  de

on t  é té  é tud iés  :

-  r em ise  en  suspens ion  de  ces  b i l l e s  dans  du  m i

(LEFEBVRE e t  CZARDA)
-  déshyd ra ta t i on  douce  des  b i l l e s  d ' a ' l g i na te  à

sous  ho t te  à  f  I  ux  
' l  
am i  na  i  r e .

l e  CaC l  Z  0 ,L  M  pendan t

ces  b i l l e s  d ' a l g i na te

I  i  eu  de  cu l  t u re

tempéra tu re  amb i  an te
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3 .2  E ' l ec t rode  à  oxvoène

Les  p ro té ines  e t  l es  enzymes  assoc iées  au  sys tème de  pho to ' l yse  de

l ' eau  son t  pa rm i  l es  conposan tes  l es  p l us  f  r ag i ' l e s  de  l ' appa re ' i l

pho tosyn thé t i que .  Pou r  ce t t e  r a i son  i l  appa ra i t  donc  qu 'un  su i v ' i  de  I a

p roduc t i on  d ' oxygène  pa r  l es  o rgan i smes  pho tosyn thé t i ques  peu t  se rv i r

d ' ou t i ' l  d ' a l e r t e  pou r  l a  dé tec t i on  rap ide  des  e f f e t s  néga t i f s  des

po1  1  uan t s .

L ' oxygène ,  
' l o r s  

des  réac t i ons  pho tosyn thé t i ques ,  es t  p rodu i t  pa r

réduc t i  on  de  I  ' eau  su r  I  a  f  ace  i  n te rne  de  
' l  
a  membrane  des  thy ' l acoTdes  se l  on

' l  
a réa cti  on :

2 HzO

Deux  mo lécu les  d ' eau  son t  d i ssoc iées  en  4  é ' l ec t r ons  (qu i  r édu i sen t
' f  
a  t y ros i ne  Z+ ) ,  une  mo ' l écu le  d ' oxygène  e t  4  p ro tons  qu i  von t  pa r t i c i pe r  à

1a  syn thèse  d 'ATP .

0e  nombreuses  t echn iques  son t  u t i l i sées  pou r  dé te rm ine r  
' l e s  

t eneu rs

en  0Z  d i ssous  dans  l es  m i ' l i eux  aqueux ,  qu ' i 1  s ' ag i sse  de  mé thodes

ch im iques ,  op t i ques  ou  é ' l ec t r och im iques .  Les  mé thodes  é l ec t roch im iques ,  en

par t i  cu l  i  e r  ampéromét r i  ques ,  son t  I  es  p l  us  f réquemment  rencon t rées  .  E l  I  es

se  ca rac té r i sen t  pa r  l ' app l i ca t i on  d ' une  sou rce  de  t ens ion  ex té r i eu re  qu i

f o r ce  l a  r éduc t i on  de  1 ' oxygène  pa r  impos i t i on  d ' un  po ten t i e l  su f f i san t  à

l a  ca thode .  I l  ex i s t e  une  g rande  va r i é té  de  comb ' i na i son  anode -ca thode

u t i  I  i sée  pou r  l a  f ab r i ca t i on  de  ces  é l ec t rodes  ma i s  ac tue l  l emen t  l a

ma jo r i t é  des  é ' l ec t r odes  à  02  dé r i ven t  de  l a  sonde  déc r i t e  pa r  CLARK (1956 )

u t i ' l ' i san t  l e  coup le  p l a t i ne -Ag /AgC1  .  Dans  ce  t ype  de  sonde ,  l e  m i l i eu  à

tes te r  es t  sépa ré  du  compar t imen t  de  mesure  pa r  une  membrane  hyd rophobe

pe rméab ' l e  à  I ' o xygène  gazeux .  0n  év i t e  a i ns i  l a  r éac t i on  à  l a  ca thode

d 'espèces  é l ec t roac t i ves  qu ' i  pou r ra i en t  pe r t u rbe r  l a  mesu re .

Des  b i  ocap teu rs  récen ts  app l  i  qués  à  
' l  
a  dé tec t i  on  du  g l  ucose  pa  r

mesure  de  consommat i  on  d 'oxygène  on t  é té  m i  s  au  po i  n t  avec  des

t ransduc teu rs  f a i san t  appe l  à  l a  t echno log ie  des  sem i - conduc teu rs  ou  des

f i b res  op t i ques .  TRETTNAK e t  a l .  ( 1988 )  on t  a i ns ' i  p roposé  une  mesu re

d 'oxygène  pa r  su i v i  de  l a  f 1uo rescence  d ' une  subs tance  co lo rée  sens ib l e  aux

va r i a t i ons  pa r t i e l ' l e s  en  02 .  SUZUKI  e t  a l .  ( 1990 )  on t  m in i a tu r i sé  un
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cap teu r  de  t ype  C ' l a r k  en  remp laçan t  1 ' é l ec t ro l y t e  
' l i qu ' i de  pa r  un  ge l  ,

l ' anode  e t  l a  ca thode  é tan t  en  o r .

pou r  no t re  pa r t  nous  avons  réa ' l i sé  une  é lec t rode  à  oxygène  de  t ype

ouver t  compor tan t  une  ca thode  en  g raph i te  e t  une  é lec t rode  a rgen t / ch lo ru re

d 'a rgen t  ( anode  e t  é l ec t rode  de  ré fé rence  comb inées ) .  Le  co t t  de  rev i en t

d 'un  te l  cap teu r  es t  t rès  fa ib le  compara t ' i vemen t  aux  é lec t rodes  à  oxygène

de  t ype  C la r k .

3 .2 .L  P r i  nc i  pe  de  
' l a  

mesu re

L 'amp l i t ude  du  cou ran t  c ' i r cu l an t  en t re  l es  2  é l ec t rodes  en  f onc t i on

du  po ten t i e l  imposé .  es t  dé te rm iné  pa r  l a  v i t esse  de  2  p rocessus

consécu t i  f s  :

-  ' l a  
v i t esse  d ' a r r i vée  de  l ' o xygène  de  l a  so lu t i on  à  t r ave rs  l a  zone

de  t r anspo r t  à  l a  su r f ace  de  l a  ca thode ,

-  l a  v i t esse  e t  l a  s t oech iomé t r i e  de  l a  r éduc t i on  ca thod ique  de

I  ' oxygène .

Pour  des  sondes  p ro tégées  pa r  une  membrane ,  
' l a  

zone  de  t ranspor t

comprend  I  ' épa i  sseu r  de  I  ' é l  ec t r o l y t e ,  de  I  a  membrane  sé l  ec t i  ve  e t  peu t

éga ' l emen t  i nc l u re  un  f i lm ' l i qu i de  à  l a  su r f ace  ex te rne  de  l a  membrane .

La  f i gu re  9  donne  une  rep résen ta t i on  schéma t i que  des  po la rog rammes

ob tenus  avec  une  sonde  p ro tégée  pa r  une  membrane .

Le  g raphe  (1 )  me t  en  év idence  4  rég ions  d i s t i nc tes  en  f onc t ' i on  du

po ten t i e l  imposé .  Dans  
' l a  

r ég ion  (a )  l a  f ac teu r  l im i t an t  es t  l a  r éduc t i on

é l  ec t roch im i  que  de  1  ' oxygène  qu i  ne  peu t  avo i  r  
' l  
i  eu  que  ' l o r sque  

I  e

po ten t ' i e ' l  de  décompos i t i on  de  l ' o xygène  a  é té  a t t e i n t .  Le  cou ran t  r és i due l

obse rvé  es t  causé  pa  r  un  nombre  d 'e f fe t s  au t res  que  I  a  réduc t i  on  de

1  ' oxygène .

Le  cou ran t  mesu ré  dans  l a  r ég ion  (b )  es t  dé te rm iné  pou r  sa  pa r t  pa r

la  v i t esse  de  t ranspor t  e t  de  réduc t i on  de  1 'oxygène .  Une  augmen ta t i on  du

po ten t i e l  néga t i f  à  
' l a  

ca thode  accé lè re  l a  r éduc t i on  de  l ' 0e  j usqu 'à  un

po in t  où ' l a  v i t esse  peu t  ê t r e  cons idé rée  comme i n f i n i e  pa r  r appo r t  à  l a

v i  t esse  de  t ranspor t  des  mo l  écu ' l es  d 'oxygène  à  
' l  ' é l  ec t rode  (  rég i  on  (  c  )  )  :
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' l a  
concen t ra t i on  de  1 ' oxygène  à  l a  su r f ace  de  l ' é l ec t r ode  es t  nu1 le  e t  t ou t

1 ' 0e  qu i  a r r i ve  à ' l a  su r f ace  de  l a  ca thode  es t  imméd ia temen t  r édu i t .  Le

couran t  mesuré  es t  a lo rs  une  fonc t l on  l l néa l re  de  l a  concen t ra t i on  de

1 'oxygène  dans  l e  m l l i eu .

La  rég ion  (d )  se  ca rac té r i se  pa r  une  augmen ta t i on  du  cou ran t  mesuré
' l  
o rsque  

' l e  po ten t i  e ' l  de  décompos ' i t i  on  de  I  ' eau  a  é té  a t te i  n t .  Ce t te

augmen ta t i on  de  cou ran t  es t  causée  pa r  un  dégagemen t  d 'hyd rogène  (L INEK e t

a l  .  ,  1988 ) .

12l

0 . -0.5 -1 0 P.,
opptied potentiot U,V oxyg

F iqu re  9  :  Po la rog rammes  ob tenus  avec  une

pour  d i f f é ren tes  concen t ra t i ons  en  oxygène

sonde  recouve r te

(d ' ap rès  L INEK e t

d ' une  membrane

a l . ,  1988 ) .

La  réduc t i on  de  l ' o xygène  au  n i veau  d ' une  ca thode  mé ta l l i que

s ' e f f ec tue  se lon  2  mécan i smes  poss ib l es  :

*  l e  p remie r  compor te  2  réac t i ons  success i ves  me t tan t  chacune  en  i eu  2

é ' l ec t rons  (  1 )  ,

02+ 2  H20 +  2e-  - ,  HZ0Z +  2  0H-

Psz Psr Psr Psr

oxygen pressure Pa,kPo

H202 + 2e '  -> 2 0H-
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*  l e  second  me t  en  j eu  une  seu ' l e  réac t i on  à  4  é ]ec t rons ,  qu i  rep résen te  1a

réac t i on  t o ta l e  à  l a  ca thode  (2 ) .

02+4e-  +2H20

La  réac t i on  anod ique  es t  f onc t i on  de  l a  na tu re  de  l ' é l ec t r o l y t e .

Dans  l es  essa i s  r éa ' l i sés ,  se  p rodu ' i t  l a  r éac t i on  su i van te :

4  Ag  +  4  C l -

Qua t re  é lec t rons  son t  p rodu i t s  pou r  chaque  mo lécu ' l e  d 'oxygène  rédu i te .

DAMJAN0VIC  (1969)  rappor te  que  ' l a  
réduc t i on  de  1 'oxygène  es t

p rédom inan te  avec  l a  r éac t i on  (2 )  pou r  des  va ' l eu rs  f a i b l es  de  pH  de

l ' é ' l ec t r o l y t e .  Une  augmen ta t i on  de  pH  de  l a  so lu t i on  f avo r i se  l e  schéma

réac t i onne l  ( 1 )  ;  1eque l  dev ien t  p rédom inan t  dans  des  m i l i eux  a l ca l i ns .

N .B . :  L ' i n f l uence  de  l a  géomé t r i e  e t  de  l a  t a i l l e  de  l a  ca thode  su r  l e

s i gna l  mesu ré  n ' on t  pas  é té  p r i se  en  comp te .  De  même nous  n ' avons  pas

appro fond i  1e  compor temen t  de  HZ}Z  à  
' l  ' é l  ec t rode ,  à  savo ' i r  s i  

' l a  
réduc t i  on

é ta i t  comp lè te  ou  s ' i l  se  p rodu i sa i t  une  d i f f us i on  pa r t i e ' l ' l e  dans  l e

m ' i l i eu .

D 'une  man iè re  géné ra le  nous  avons  nég l i gé  l a  ma jeu re  pa r t i e  des

fac teu rs  phys iques  pouvan t  i n f ' l ue r  su r  l e  cou ran t  p rodu i t ;  l e  bu t  de  ce

t rava i l  é t an t  un iquemen t  l a  m i se  au  po in t  d ' un  cap teu r  pe rme t tan t  de  su i v re

1 ' oxygène  pho tosyn thé t ' i que  p rodu i t  pa r  des  a l gues  un i ce l l u l a i r es  pou r  l a

dé tec t i  on  des  po1  1  uan ts  .

3 .2 .2  Aooa re i l l aoe

L 'appa re i ' l 1age  u t i l i sé  ( ce l l u ' l e  é l ec t roch im ique  e t  d i spos i t i f

d ' en reg i s t r emen t )  es t  i den t i que  à  ce lu i  déc r i t  pa rag raphe  3 .1 .1 .  Ce  sys tème

pe rme t  de  quan t i f i e r  l a  p roduc t ' i on  d ' oxygène  résu l t an t  d ' une  exc i t a t i on

lum jneuse  d ' a l gues  un i ce l l u l a i r es  immob i l i sées .

Le po ten t ie l  imposé en t re  les  2  é lec t rodes  es t  ma in tenu cons tan t  à

une va leur  su f f i samment  négat ive  pour  perne t t re ' la  réduc t ion  de  la  to ta ' l i té

de  I 'oxygène produ i t .  Le  courant  résu l tan t  es t  p ropor t ionne l  à  la  quant i té

d 'oxygène dégagé.
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3 .2 .3  Membrane  p ro tec t r i ce ,  é l ec t ro l v t e

D i f f é ren tes  expé r iences  on t  é té  e f fec tuées  en  l ' absence  ou  p résence

d 'une  membrane  p ro tec t r i  ce  de  Té f l  on  au  n i  veau  de  I  a  ca thode .  Ce t te

membrane  a  é té  ob tenue  aup rès  du  l abo ra to i re  de  ch im ie  du  nLu ton  Co ' l 1ege  o f

H i  ghe r  Educa t i  onn  .

L ' i n f l uence  de  l a  membrane  a ' i ns i  que  ' l e  
cho i x  de  

' l  ' é l ec t r o l y t e

se ron t  d i  scu tés  u ' l  t é r i  eu remen t  en  fonc t i  on  des  expé r i  ences  réa ' l  i  sées  .

3 .2 .4  Réac t i  f  b i  o ' l  oq i  oue .  Immob i ' l  i  sa t i  on

Les  espèces  a l ga ' l es  son t  i den t i ques  à  ce ' l l e s  u t i l i sées  pou r  l e

sys tème à  méd ' i a teu r .  Ma is  nous  avons  éga lemen t  t es té  d 'au t res  espèces  comme

b ioca ta ' l y seu r :

-  Duna l  i  e l  I  a  b i  ocu l  a ta  .
-  Phaeodac ty lum t r i co rnu tum,  N iva  Bac  1
-  Ske?e tonema cos ta tum.  G .B .  L077-3

La  t echn ique  d ' ' immob i ' l i sa t ' i on  des  m ic ro -o rgan i smes  pa r  adso rp t i on

su r  membrane  res te  i nchangée .  Des  membranes  de  s t ruc tu res  d i f f é ren tes  on t

é té  t es tées  comme suppo r t  de  f i xa t i on  de  ces  espèces  a l ga les .
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3 .3  Exp ress ion  des  résu l ta t s

Les  pou rcen tages  d ' i nh ib i t i on  d ' ac t i v i t é  pho tosyn thé t i que ,  pou r  l es

d i f f é ren tes  expé r i ences  réa ' l i sées ,  son t  ca l cu lés  pou r  chaque  é lec t rode  pa r

rappor t  au  cou ran t  mesuré  avan t  add i t i on  du  tox ' i que .  Ce ' l u i  - c i  es t  a jou té

l o r sque  l a  r éponse  du  cap teu r  es t  s t ab1e .

Ces  expé r iences  on t  néanmo ins  é té  e f fec tuées  en  p résence  d 'un  témo in

a f i n  de  con t rô l e r ' l a  d im inu t i on  éven tue ' l l e  de  réponse  du ran t ' l a  pé r i ode

d 'expos i t i on  du  b i ocap teu r  au  t ox i que .  Les  pou rcen tages  d ' i nh ib ' i t i on

i  n tègrent  donc I  a  d i  mi  nut i  on du témoi  n se1 on 
' l  
a  f  ormul  e  :

( I o  x  A )  -  I t
Î q -
L b  -

( I o  x  A )

cou ran t  avan t  add i t i on  du
couran t  mesuré  au  temPs  t

I r
A =  :  pou r  ' l e  

t émo in .
I o

Les  résu l t a t s  p résen tés  dans  l es  t ab leaux  de  résu l t a t s  co r responden t

à  1a  moyenne  de  3  é l ec t rodes .

3  .4  Tes ts  a ' l  ques

Une  sé r i  e  de  tes ts  a ' l  gues  a  é té  e f fec tuée  a f i  n  de  compare r  I  es

pe r fo rmances  des  b i oé ' l ec t r odes  a l ga les  pa r  r appo r t  aux  t es t s  en  cond i t i ons

s ta t i ques .  Les  c r i t è res  su i van t s  on t  é té  r e tenus  pou r  ces  essa i s  :

-  numéra t i  on  I  à  5  105  ce l ' l u l  es  /m l  ,

-  t empéra tu re  22oC t  2oC,

-  l um iè re  2200  t  200  l ux ,

-  éc ' l  a  i  rement  cont i  nu ,
-  m i l i eu  de  cu l t u re  LEFEBVRE e t  CZARDA (annexe  I I ) ,

-  du rée  du  t es t  :  72  heu res ,

ag i t a t i on  ro ta t i ve  ho r i zon ta l e  de  150  t r lm in .

L ' éva ' l ua t i on  de  l a  c ro i ssance  a l ga le  a  é té  es t ' imée  pa r  comp tage

ce l l u ' l a i r e  ( ce l l u ' l e  de  Ma lassez  ou  de  Thoma)  en  e f f ec tuan t  s imu ' l t anémen t

une  mesure  de  dens i té  op t i que  à  665  nm ou  une  mesure  de  f l uo rescence  de  l a

suspens ion  a l ga le  ( 438  nm -  682  nm) .  Les  essa i s  on t  é té  r éa1 i sés  en

t r i  p l  i  ca t .

t ox i  que ,
ap rès  add i t i on  du  t ox i que ,
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4 .1  Op t im isa t i on  du  svs tème

4 .  I  .  1  Cho ' i x  du  méd i  a teu r

Une  sé r i e  de  méd ia teu rs  a  é té  t es tée  a f i n  de  mesu re r  I ' i n t ens i t é  du

t rans fe r t  é l ec t ron ique  au  se in  des  ch lo rop las tes  d ' a l gues  un i ce l ' l u l a ' i r es .

Les  résu l t a t s  ob tenus ,  pou r  ces  d i f f é ren tes  espèces ,  son t  r ésumés  dans  l e

tab leau  I I I .

Seu l s  l a  p -benzoqu inone  e t  1e  2 ,6 -d imé thy lbenzoqu inone  on t  donné  des

résu l ta t s  exp lo i t ab les  avec  Ch lo re l l a  vu lga r i s  e t  Scenedesmus  subsp ica tus .

Les  essa is  e f fec tués  su r  Se lenas t rum cap r i co rnu tum avec  l a  p -benzoqu inone

on t  ce r tes  pe rm i  s  de  quan t i  f i  e r  
' l  ' ac t i  v i  t é  pho tosyn thé t i  que  des  ce l  I  u l  es

a ' l ga ' l es  immob i l i sées  ma i s  I ' amp l i t ude  du  cou ran t  ob tenu  é ta i t  beaucoup  p lus

fa i b l e  que  pou r ' l es  2  au t res  ch lo rophycées  e t  i nsu f f i san te ,  en  t ou t  cas .

pou r  pouvo i r  ê t r e  exp lo i t ée  dans  un  essa i  de  t ox i c i t é .

Des  méd i  a teu rs  te l  que  I  e  mé thy l  v i  o ' l ogène  e t  I  e  2 ,6 -d ' i ch ' l o rophéno1  ,

u t i  I  i  sés  pou r  mesure r  f  i  mpor tance  du  t rans fe r t  é1  ec t ron i  que  dans  I  e

ch ' l o rop ' l as te  respec t i  vemen t  au  n i  veau  du  PS I  e t  PS  I  I  (M IMEAULT e t

CARPENTIER,  1988  ;  FR0MME e t  RENGER,  1990 ) ,  n ' on t  pas  pe rm js  de  su ' i v re
' l  ' ém iss ion  d 'é ' l ec t rons  pho tosyn thé t ' i ques  pou r  

' l es  
espèces  euca ryo tes

tes tées  (excep té  une  t rès  fa i  b l  e  réponse  pou r  I  e  mé thy1  v i  o l  ogène  avec

Ch lo re l l a  vu lga r i s ) .

L ' i nac t i v i t é  de  ces  méd ia teu rs  pou r ra j t  s ' exp1  i que r  pa r  l a  s t r uc tu re

du  ma té r i  e l  b i  o l  og i  que  cho i  s i  .  Ces  p rodu i  t s  son t ,  en  e f fe t .  f r équemment

é tud iés  su r  des  ch lo rop las tes  i so l és  a l o r s  que  pou r  no t re  pa r t ,  nous  av0ns

re tenu ' l a  ce ' l l u l e  dans  son  en t i e r .  La  p résence  de  l a  pa ro i  a l ga le  se ra i t

r esponsab le  de  I ' absence  de  réac t i v i t é  de  ces  composés  ca r  e ' l  l e  f a i t

obs t ruc t i  on  à  I  a  péné t ra t i  on  de  ces  p rodu i  t s  dans  
' l a  

ce ' l  I  u l  e .
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Tab l  eau  I  I  I  :  E f f i  cac i  t é  des  d i  f f é ren ts  méd i  a teu rs  pou r  ' l  
a  mesure  de

I '  i n t ens i t é  du  t r ans fe r t  d ' é l ec t rons .

Méd i  a teu r
(o r i g i ne )

Fo rmu le  ch im ique
dével  oppée

Po t .  s t .
Eo (V )

Espèces
tes tées

Conc .
tes tées

Réponse
ob tenue

Pa  raqua t
d i  ch l  o ru re
(Me thy l  -
v i  o l  ogène  )

( 1 )

-  0 ,446

Chl  ore l  I  a

Scenedesmus

Synechoc.

0,1
0 ,3
0 ,5
I ,OmM

*

*

2 ,6 -d i ch lo
rophéno l
i  ndophéno1

DCPIP
(1 )

ctr.
È\o=1 )="

o'

+ 0 ,217

Chl  o re l  I  a

Se lenas t rum

Synechoc.

0 ,1
0 ,?
0 ,3
0, SmM

* *

Sa f ran i  ne  0

(1 )

ct-- ctb

NHz NHz
0.289

Ch l  o re l  I  a

Scenedesmus

Synechoc.

0.2
0 ,5
I .OmM

New
methy ' lene
b lue  (NMB)

(1 )

ot.-r

2-HN

0,021 Ch l  o re l  I  a
0,05
0, 1mM

Fer r i  -
cyanure  de
po tass ium

(2 )

CN
I

cn--j.l--cN
cn-lfcn

GN

+  0 ,360

Ch l  o re l  I  a

5e  l enas t rum

Scenedesmus

5 ,OmM

p-  benzo
qu ' i none

(3 )

+ 0 ,040

Ch l  o re l  I  a

Se lenas t rum

Scenedesmus

0,1
0,2
0 .3mM

* * *

* *

* * *

2 .6 -d imé -
thy l  benzo
qu i  none

(3 )

Ch l  o re l  I  a
0,2
0 ,4
0. 5mM

* * *

( 1 )  : p rovenance  l abo ra to i r e  de  ch im ie  Lu ton  Co l l ege  o f  H ighe r  Educa t i on
(2 )  : p rodu i t  Me rck
(3 )  : p rodu i t s  A ld r i ch
-  : aucune  réponse  mesurée
* '  réponse i  n f  i rne
* *  : f a ib ' l e  réponse
* * *  : amp l i t ude  de  réponse  impor tan te
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Ces  essa i s  mon t ren t  éga lemen t  f  imposs ib i l i t é  d ' access ion  des

mo ' l écu les  de  fe r r i cyanure  de  po tass ium,  u t i  I  i sé  comme accep teu r  a r t i f i c i e l

d ' é1ec t rons  des  pho tosys tèmes  I  e t  I I  (SYNKOVA e t  SESTAK,  1989) ,  au  n i veau

des  ch ' l o rop las tes  d ' a l gues  euca ryo tes .  Ce  méd ia teu r  es t ,  pa r  con t re ,

u t i l i sé  pou r  l e  su i v i  des  é l ec t rons  l e  l ong  de  l a  cha ine  pho tosyn thé t i que

chez  l es  cyanobac té r i es  (RA I . ISON e t  a l . ,  L987 ,1989 ) .  GA ISF0RD e t  a7 .  ( 1991 )

i nd iquen t  que  Fe (CN)6 ,  chez  ces  p roca ryo tes ,  ne  pénè t re  pas  au  se in  de  l a

ce l  l u l e ,  ma j s  es t  supposé  cap te r  l es  é l ec t rons  au  n i veau  des

déshyd rogénases  l i ées  à  l a  membrane  p lasmique .

Les  méd i  a teu rs  de  I  a  f am i  I  I  e  des  benzoqu i  nones  son t ,  en  revanche ,

des  composés  à  ca rac tè re  
' l i  poph ' i  I  e  qu i  pénè t ren t  dans  I  es  ce ' l  I  u ' l es  pou r

accéde r  aux  ch lo rop las tes .  Ces  composés  son t  cons idé rés  comme ag i ssan t  su r

I  a  chaT  ne  de  t rans fe r t  é1  ec t ron i  que  du  PS I  I  au  n i  veau  des  qu i  nones  .

LAVERGNE (  1982)  a  en  e f fe t  m is  en  év i  dence ,  su r  des  ch ' l o rop ' l as tes

d 'ép ina rd ,  que  l a  p -benzoqu inone  se  rédu i sa i t  en  cap tan t  l es  é l ec t rons  de

QB ( second  accep teu r  des  qu inones  au  se in  du  PS  I I ) .  Des  t r avaux  de  TANAKA-

K ITATANI  e t  a l .  ( 1990 ) ,  r éa l i sés  su r  des  p répa ra t i ons  de  PS  I I  de

Synechococcus  e l  onga tus ,  on t  démon t ré  que  1  es  dé r i  vés  ha l  ogénés  des

benzoqu ' i nones  se  rédu i  sa i  en t  en  cap tan t  p r i  nc ' i pa l  emen t  I  es  é l  ec t rons  de  Qg

ma is  éga lemen t  du  p rem ie r  accep teu r  QA .  RENGER e t  co l  l abo ra teu rs  ( 1988 ) ,

pou r  l eu r  pa r t ,  on t  dé te rm iné  l e  s i t e  d ' ac t i on  de  l a  phény1 -p -benzoqu inone

e t  I  a  t r i  b romotu l  oqu i  none  respec t i  vemen t  au  n i  veau  de  QA de  man i  è re

cova len te  e t  au  n i veau  de  Qg  de  man iè re  non  cova len te .

La  p -benzoqu inone  a  é té  cho i s i e  comme méd ia teu r ,  p ré fé ren t i e l l emen t

au  2 ,6 -d imé thy1  -benzoqu inone ,  qu i  p rodu i t  un  cou ran t  d ' amp ' l  i t ude  p l us

fa i b l e .  t ou tes  cond i t i ons  é tan t  éga les  pa r  a i l l eu r s .  La  concen t ra t i on

re tenue  pou r ' l es  essa i s  es t  de  0 ,2  mM (so i t  2L ,6  mg /1 )  va leu r  pe rme t tan t

d 'ob ten i  r  une  réponse  mesurab l  e  des  é l  ec t rodes  sans  en reg i  s t re r  de

pe r tu rba t i ons  dans  l e  t r acé  ( f i gu re  10 ) .
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F iqu re  10  :  Amp l i t ude  du  cou ran t  mesu ré  pou r  une  é ' l ec t r ode  u t i l i san t

Ch lo re l l a  vu lga r i s  en  fonc t i on  de  d i f f é ren tes  concen t ra t i ons  de  méd ia teu r

(p -benzoqu i  none )  .

La  f i gu re  10  i nd ique  qu ' i l  n ' y  a  pas  de  re l a t i on  l i néa i r e  en t re  l a

concen t ra t i  on  de  p -benzoqu i  none  en  so l  u t i  on  e t  1  ' amp l ' i  t ude  du  cou ran t

mesu ré  ( cho j x  des  pu l sa t i ons  l um ineuses  pou r  ce t t e  expé r ' i ence  lOmin /1Omin ) .

Les  expé r i ences  réa ' l i sées  on t  mon t ré  qu ' une  pé r i ode  d ' i l l um ina t i on

des  m ic ro -o rgan i smes  de  10  à  15  m inu tes  é ta i t  nécessa i re  pou r  l ' ob ten t i on

d '  une  réponse  d '  i  n tens  i  t é  cons tan te  .

4 .1 .2  P roo r i é tés  de  l a  o -benzoou inone

4 .L .2 .1  P roo r i é tés  ch im iques

Ce  p rodu i t  se  p résen te  sous  f o rme  de  c r i s t aux  j aunes .  Sa  so lub i l i t é

dans  l ' eau  es t  r e l a t i vemen t  f a i b l e .

A  l a ' l um iè re ,  l a  cou leu r  de  l a  so lu t i on  de  1 ,4 -benzoqu inone  se

mod i f i e  r ap idemen t  pa r  su i t e  d ' une  a l t é ra t i on  de  sa  s t r uc tu re .0N0NYE e t

co l ' l abo ra teu rs  (1986)  i nd iquen t  que  ce t te  pho todégrada t i on  en t ra ine  l a

p roduc t i on  de  rad i caux  sem iqu lnones  i n te rméd la i r es  (BQH ' )  ;  l e s  p rodu i t s

f i naux  de  réac t i on  é tan t  I ' hyd roqu lnone  ou  l a  2 -hyd roxy -p -benzoqu inone .
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Af in  de  reméd ie r  â  ce t  i nconvén ien t ,  l e  réc ip ien t  con tenan t  l e

m i l i eu  c i r cu ' l an t  a i ns i  que  l e  b l oc  de  P lex i g ' l as ,  où  son t  l ogées  l es

é ' l ec t r odes .  son t  p l acés  à  
' l  ' obscu r i t é  a f i n  d ' év i t e r  ce t t e  a l t é ra t i on  du

méd i  a teu r .

4 .1 .2 .2  Tox i  c i  t é

La  nécess i t é  d ' u t i l i se r  une  concen t ra t i on  de  méd ia teu r  é l evée  nous  a

condu i t  à  é tud ie r  l es  e f f e t s  de  l a  p -benzoqu inone  su r  
' l e s  

a l gues

euca ryo tes .  RAWSON e t  a l .  ( 1987 )  on t  en  e f f e t  mon t ré  que ' l a  du rée  de  v i e

d ' un  b i ocap teu r  à  cyanobac té r i es  u t i  I  i san t  
' l a  p -benzoqu inone  à  l a

concen t ra t i on  de  0 ,5  mM é ta i t ' l im i t ée  à  24  heu res ,  a l o r s  qu ' e1 le  é ta i t  de  6

jou rs  avec  
' l e  

f e r r i  cyanure  de  po tass i  um.

VERSCHUEREN (1983)  rappor te  qu 'une  concen t ra t j on  de  6  ng / l  de  p -

benzoqu i  none  es t  t ox i  que  pou r  Scenedesmus  subsp ica tus  ,  e t  qu '  une

concen t ra t i on  i n fé r i eu re  à  I  mg / l  es t  t ox i que  pou r  l es  cyanobac té r i es .

A f i  n  d 'éva l  ue r  I  a  t ox i  c ' i  t é  de  ce  méd i  a teu r  nous  avons  réa l  i  sé  un

essa i  s t a t i que  d ' i nh ib i t i on  de  c ro i ssance  de  cu l t u res  de  Ch lo re l l a  vu lga r i s

soum ises  à  3  doses  de  p -benzoqu inone  :  0 ,05  mM,0 ,1  mM e t  0 ,2  mM (so i t  5 , 4

10  , 8  e t  2L  , 6  ng /  1 )  .

E tan t  donné  I  a  mod i  f i  ca t i  on  de  cou l  eu r  de  I  a  so l  u t i  on  de  p -

benzoqu i  none  à  I  a  I  um i  è re ,  nous  avons  réa l  i  sé  un  témo i  n  co l  o ra t i  on

con tenan t  un iquemen t  l e  t ox i gue  aux  d i ve rses  concen t ra t i ons  dans  l e  m i l i eu

LEFEBVRE e t  CZARDA.  La  cou ' l eu r  des  m i ' l i eux  i n tox iqués  passe  rap idemen t  du

jaune  au  rose  pu i s  au  b run .

L ' i nh ib i t i on  de  c ro ' i s sance  a1ga1e  es t  p ra t i quemen t  t o ta l e  dès  24

heu res  même pou r  l a  p l us  f a i b l e  dose  de  t ox i que  cons idé rée ,  que  l ' on  se

ré fè re  à ' l a  numéra t i on  ce l l u l a i r e  ou  à  l a  mesu re  de  l a  dens i t é  op t i que  à

665  nm pou r  éva lue r  1a  t ox i c i t é  ( f i gu re  11 ) .
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Concent ra t ion  a lga le  .10  E5 (c /ml )
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F iqu re  11  :  Essa i

a l ga le  u t i l i sée  :

d '  i nh i b i t i on  de  c ro i ssance

Ch lo re l  l a  vu?gar i s )

D.O.  (665 nm)

pour  ' l  a  p -  benzoqu i  none (  esPèce
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4 .1 .3  Du rée  de  v i e  du  b i ocao teu r

La  du rée  de  v i  e  du  b i  ocap teu r  cond i  t i  onne  
' l  '  i  n té rê t  e t

1 ' app l i cab i l i t é  d ' un  sys tème  de  con t rô l e  de  t ox i c i t é  en  con t i nu .  Le  cap teu r

à  Ch lo re l l a  vu lga r i s  avec  0 .2  mM de  p -benzoqu inone  a  é té  t es té  su r  une

pé r i ode  de  24  heu res  :  l ' a ' l t e rnance  phase  l um ineuse /phase  obscu re  es t  de

10  m in /10  m in .  l e  m i l i eu  c i r cu lan t  u t i ' l i sé  é tan t  l e  m i l i eu  LEFEBVRE e t

CZARDA.

L 'évo lu t i on  de  l a  r éponse  du  cap teu r  en  f onc t i on  du  t emps  es t

rep résen tée  f i gu re  12 (a ) .  Ce t t e  expé r i ence  a  é té  e f f ec tuée  su r  4  é l ec t rodes

s  i  mu l  t anémen t .

Le  t r acé  ob tenu  mon t re  que  1 ' amp l  i t ude  du  cou ran t  passe  pa r  un

max imum pu i s  déc ro i t  ensu i t e  r égu1 iè remen t .  Ap rès  10  heu res  d ' expé r i ence  l a

réponse  n ' es t  p l us  éga1e  qu 'à  50% de  l a  r éponse  max ima le .  A  16  heu res  l a

d im i  nu t i  on  es t  supé r i  eu re  à  80%.  Ap rès  24  heu res  
' l  ' a c t i  v i  t é

pho tosyn thé t i que  es t  nu l l e .  La  déc ro i ssance  obse rvée  es t  du  même o rd re  pou r

I  es  4  é ' l ec t r odes  t es tées .

Au  t e rme  de  ce t  essa i .  l e  sys tème  es t  r i ncé  à  I ' a i de  de  m i l i eu  LC

pu i s ,  on  f a i t  c i r cu ' l e r  de  nouveau  de  l a  p -benzoqu inone  f r a l chemen t  p répa rée

à  l a  même  concen t ra t i on .  Le  t r acé  res te  i nchangé ;  ce t t e  d im inu t i on  de  l a

réponse  n ' es t  donc  pas  causée  pa r  une  pe r t e  d ' ac t i v j t é  du  méd ia teu r  due  à
' f a  pho todég rada t i on .  Ce t t e  expé r ' i ence  re j o i n t  l es  t r avaux  de  RAWSON e t  a1 .

(  1987  )  qu ' i  on t  obse rvé  une  fa  i  b l  e  du rée  de  v i  e  de  I  eu r  b ' i ocap teu r  à

cyanobac té r i es  avec  ce  méd ia teu r .

Dans  t e  Ou i  de  p ro ' l onge r  l a  v i e  de  ce  b i ocap teu r ,  nous  avons  réa l i sé

l e  même  t ype  d ' expé r i ence ,  ma i s  de  man iè re  séquen t i e l l e .  Le  b i ocap teu r  es t

opé ra t i onne l  pendan t  4  heu res ,  pu i s  pendan t  l es  4  heu res  su i van tes ,  l e

m i  I  i  eu  LC seu l  va  c i  r cu l  e r .  Ce  fonc t ' i  onnemen t  s ' apparen te  à  un

fonc t i  onnemen t  en  semi  - con t ' i  nu .  La  cou rbe .  I= f (  t )  ob tenu  I  o rs  de  ce t te

expé r i ence  es t  p résen tée  f i gu re  12 (b ) .  L ' app1  i ca t i on  du  méd ia teu r  en  sem i  -

con t i nu  ne  mod i f i e  pas  l a  d jm inu t i on  de  l a  r éponse  obse rvée  (C f  g raphes

12 (a )  e t  12 (b ) ) .  Les  pé r i odes  de  régéné ra t i on  en  m i l i eu  LC  ne  ra l en t i s sen t

aucunemen t  l a  d im inu t i on  de  l ' a c t i v i t é  pho tosyn thé t i que .
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F iqu re  12 (a )  :  Réponse  du

réponse  au  cou rs  du  temps

cap teu r  avec  Ch lo re l l a  vu lga r i s  -  t vo1u t i on  de  l a
(p -benzoqu inone  en  con t i nu ) .
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F iqu re  12 (b )  :  Réponse  du

réponse  ôu  cou rs  du  temps

cap teu r  avec  Ch lo re l l a
(p -benzoqu inone  e t  NaC l

440 mtn

vu lga r f s  -  Evo lu t i on

en  a l t e rnance ) .

de  
' l a
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4 .2  Sens ib i l l t é  du  svs tème

4 .2 .1  Tox i c i t é  des  he rb i c i des

4 .2 .1 .1  B iocao teu r  immob i l i sé  oa r  adso ro t i on  su r  membrane

La  sens ib i l i t é  de  ces  b i oé lec t rodes  à  Ch lo re l l a  vu lga r f s  a  é té

tes tée  su r  une  sé r i e  d ' he rb i c i des  ma ' l g ré  une  t ox i c i t é  é l evée  du  méd ia teu r

qu i  l im i t e  l a  du rée  de  v i e  du  b i ocap teu r .  La  p l upa r t  de  ces  essa i s  a  é té

e f f ec tuée  avec  une  a l t e rnance  phase  l um ineuse /phase  obscu re  de  15  m in /15

m in .  L ' he rb i c i de  a  é té  a j ou té  seu lemen t  l o r sque ' l e  cou ran t  mesu ré  é ta i t

s t ab i  I  i  sé .

Ces  expé r i ences  on t  é té  r éa ' l i sées  en  p résence  d ' un  t émo in  a f i n  de

con t rô l  e r  
' l  
a  d i  m i  nu t i  on  éven tue l  

' l  
e  de  

' l  
a  réponse  de  I  '  é l  ec t rode  du ran t  I  a

pé r i ode  d ' expos i t i on  du  b i ocap teu r  au  t ox i que .  Ce t t e  d im inu t i on  es t

t ou jou rs  r es tée  f a i b l e ,  compr i se  en t re  0  e t  5%.  L ' i n f l uence  des  so ' l van t s

u t i  I  i  sés  pou r  so l  ub i  I  i  se r  
' l  
e s  subs tances  é tud i  ées  s ' es t  r évé l  ée

nég ' l  i  geab l  e .

Les  résu ' l  t a t s  de  tox i  c i  t é  ob tenus  e t  exp r imés  en  pou rcen tages

d ' ' i nh i b i t i on  d ' ac t i v i t é  pho tosyn thé t i que  son t  donnés  t ab leau  IV .

Ces  résu ' l t a t s  i  nd i  quen t  une  tox i  c i  t é  é ' l evée  des  u rées  subs t i  t uées  ,

des  t r i az ' i nes  e t  acy lan i l i des .  La  l im i t e  de  dé tec t i on  de  ces  p rodu i t s  dans
' l es  

eaux  se  s i t ue  dans  une  gamme de  concen t ra t i on  compr i se  en t re  0 ,010  e t

0 ,050  mg / . | .  Ch lo re l l a  vu lga r f s  s ' es t  r évé lée  mo ins  sens ib l e  à  
' l ' a c t i on  

du

b romoxyn i l .  La_  t ox i c i t é  du  pen tach ' l o rophéno l  ( i nh jb i t eu r  de  l a

phospho ry l a t i on  oxyda t i ve )  se  s i t ue  dans  une  gamme de  concen t ra t i ons

iden t i que  à  ce ' l ' l e  du  b romoxyn ' i 1 .  Aucune  dé tec t i on  n ' a  é té  poss ib l e  pou r  l e

MCPA,  1e  mécop rop  (MCPP)  e t  l e  pa raqua t  d i ch lo ru re .

Les  u rées  subs t i t uées .  t r i az i nes  e t  acy lan ' i f  i des  son t  connus  pou r

i nh ibe r  l e  t r ans fe r t  d ' é l ec t rons  du  PS  I I  au  se in  des  ch lo rop las tes .  Ces

composés  se  f i xen t  au  n i veau  de  l a  sous  un i t é  p ro té i que  D l  e t  b l oquen t  l e

t r ans fe r t  d ' é l ec t rons  en t re  0A  e t  QB  (VAN RENSEN,  L982 :  TREBST,1987 ;

METS e t  TH IEL ,  1989 ) .  Le  p ropan i  I  possède ra i t  auss i  l a  p rop r i é té  de

découp le r  l a  phospho ry l a t i on  oxyda t i ve  (M0RELAND e t  a l  . ,  1981 ) .  Ce t t e

doub ' l e  ac t i on  (découp lan te  e t  i nh ib i t r i ce  du  t r ans fe r t  d ' é l ec t rons )  es t

éga lemen t  ca rac té r i s t i que  du  b romoxyn i l  (CORBETT  e t  a l . ,  1984 ) .



Tab ]eau  IV  :  Pou rcen tages  d ' i  nh i  b i  t i on

pho tosyn thé t i ques  obse rvés  (avec  éca r t s - t ypes

add i t i ons  de  d i f f é ren tes  subs tances  he rb i c i des .
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du  f l ux  d ' é ]ec t rons

co r respondan ts  )  pou r  des

tab leau  cor responden t  aux
des  so ]u t i  ons  mères  de

2 é l  ec t rodes

tes tés  sont  p résentées

( a ) :  l es  t eneu rs  en  so l van t s  i nd iqués  dans  l e
concen t ra t i ons  u t i  I  i sées  pou r  l a  p répa ra t i on
tox i  ques  .
( b )  :  pu l sa t i ons  5  m in /5  m in
( c )  :  1e  pou rcen tage  d ' i nh ib i t i on  es t  ca l cu lé  pou r

Les  fo rmu l  es  déve l  oppées  des  he rb i  c i  des
annexe  I  I  I .

Fami  I  
' l  
e  d '  her-

b i  c i  des  tes tés
Produ i  t s
cons  i  dé rés

Pou rcenta ge
i  nh i  b i  t i  on

Durée
expo .

So ' l van tsa
u t i  I  i  sés

U rées
Subst i  tuées

DCMUP0,2oo mg/ l
DCMUDo.200  mg / l

68 (14 )
95  ( t2  )

10
30

min
m] n

E thano  I
25%

Ch l  o r to l  u ron
0 ,025  mg / l

Ch l  o r to l  u ron
0 ,050  mg /1

23  (+1  )
23  (11  )

40(t2)
4L(* '2)

30
60

30
60

mtn
min

m in
m in

Acétone
2%

I  s op rotu ron c
0 ,  050 mg/ ' l

15
29

30  m in
60  m in

Méthano' l
L%

Tr i  az i  nes

A t raz i  ne
0 ,050  mg / l

A t raz i  ne
0 ,  100 mg/ ' l

18  (13  )
19  (13  )

32( t4)
41 ( t 4 )

30
60

30
60

min
m't n

m in
mtn

Métha no ' l
3%

Acy' lan ' i  I  i  des Propan i  I
0 ,010  ms /1

9 (12 )
11 ( t2 )

30
60

m l n
m t n

Métha  no  I
L%

Benzon  i  t r i  
' l  
es Bromoxyni  1  c

2  ng /1
23
27

30
60

min
min

Acé tone
5%

Composés
0rganoch l  o rés

Pen tach l  o rophéno ' l
1  mg / ]

Pen tach l  o rophéno l
3  mg / l

12 (13 )
18  ( t3  )

38 ( t8  )
47 G,4)

30
60

30
60

min
min

m] n
m in

Acé tone
100%

Ac ides  Phénoxy -
a l  cano lques

MCPA 2 mg/ ' l 0
0

30
60

min
min

E tha  no  I
1%

Ac ' i des  Phénoxy -
p rop i  on i  ques

Mécoprop  2  ng /1 0
0

30
60

m] n
m in

Métha  no  I
L%

Composés
Hétérocyc f  iques

Paraqua t  d i  -
ch l o ru re  10  mg / l

0
0

30
60

m] n
mtn

Métha no I
1%
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La  sens ib i ' l i t é  mo ind re  de  l ' a c t i on  du  b romoxyn i l  en  compara i son  de

ce ' l l e  des  u rées  subs t i t uées .  t r i az i nes  e t  acy lan i ' l i des  ava i t  dé jà  é té

obse rvée  pa r  KRATKY e t  WARREN (197 lb )  chez  Ch lo re l l a  Py reno fdosa .

La  non  dé tec t i on  des  add i t i ons  de  MCPA,  mécoprop  e t  pa raqua t  é ta ' i en t

en  pa r t i e  p rév ' i s i b l es  é tan t  donné  que  ces  composés  n ' ag ' i s sen t  pas  au  n i veau

du  pho tosys tème I I .  MCPA e t  Mécoprop  en t ra lnen t  des  abe r ra t i ons  de  l a

c ro i ssance  e t  du  mé tabo l ' i sme  des  ac ides  nuc lé i ques  (HASSAL ,  L982 ) .  e t  l e

pa raqua t  es t  connu  comme accep teu r  d ' é l ec t rons  du  PS  I  au  n i veau  de  l a

fe r rédox ine  (MORELAND.  1980  ;  KUNERT e t  D00GE,  1989) .

4 .2 .1 .2  B ioca ta l yseu r  i nc l us  dans  un  qe l ' d ' a ' l q i na te

Les  b i l l e s  d ' a l g i na te  son t  ma in tenues  au  con tac t  de  l ' é l ec t r ode  de

g raph i t e  pa r  un  f i l e t  de  ny ' l on  qu i  r ecouv re  I ' ensemb le  du  sys tème  membrane -

é l  ec t rode .  L 'amp l  i  t ude  de  I  a  réponse  ob tenue  es t  impor tan te .  E l  I  e  ne  peu t

ê t re  va ' l ab lemen t  comparée  avec  ce l  l e  d ' une  é ' l ec t r ode  don t  l es  a l gues  son t

immob i ' l i sées  su r  f i l t r e  ca r ' l  ' e s t ima t i on  de  l a  concen t ra t i on  a l ga le  dans  l e

ge l  s ' avè re  d i f f i c i l e .  La  f o rme  des  p i cs  ob tenus  es t  d i f f é ren te :  pou r  l e

t emps  de  pu l sa t ' i on  cho i s i  ( 10  m in /10  m in )  l e  cou ran t  mesu ré  es t  cons tan t .

Une  add i t i on  de  25  mM de  CaC12  en t ra lne  une  augmen ta t i on  de  25% de

1 'amp l i t ude  du  cou ran t  mesu ré ,  e t  accé lè re  enco re  1a  réponse .

I l  es t  i n t é ressan t  de  no te r  que  l e  ch lo ru re  de  ca l c i um n ' ava i t  pas

d 'ac t i on  su r  des  ce l l u l es  a l ga les  immob i l i sées  pa r  adso rp t i on .

La  sens ib i l i t é  de  ces  b i oé lec t rodes  a  é té  éva luée  pou r  3  he rb i c i des .

Les  résu l t a t s  son t  p résen tés  t ab leau  V .
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Tab ' l eau  V :  Essa i s  de  t ox i c i t é  r éa ' l i sés  avec  l e  b i oca ta l yseu r  i nc l us  dans

un  ge l  d ' a l g i na te

Herb i  c i  de
tes té
(mg/ l  )

B i l l es  d ' a l g i na te
conse rvées  dans  l e  LC

B i  I  I  es  d ' a  I  g i  na te
des hyd ra tées

Pou rcent  .
i nh i b i t i on

Du rée
expos i  t i  on

Temps
conse rv .

Pourcen t .
i  nh i  b i  t i  on

Du rée
expos i  t i  on

Temps
conse rv .

L i  nu ron
0 ,010

L7 (È2)
16 (13 )

20
40

m l n
m] n

2h .
2h.

DCMU
0,005

16 (13 )
23 ( t4 )

20
40

m l n
m l n

l j .
l j .

P ropan i  1
0 ,010

11( r1  )
16  ( t l  )

20
40

m t n
m t n

5 j .
5 j .

10 ( t l ) 20  m in 2 j .

Les  pou rcen tages  d '  i  nh i  b i  t i  on  ob tenus  témo i  gnen t  d '  une  g rande

sens ib i ' l i t é  du  b i ocap teu r  pou r  ces  p rodu i t s .  Le  ge ' l  d ' a l g i na te  ne  semb le

pas  s ' oppose r  au  passage  du  méd ia teu r  e t  des  he rb i c i des  de  t ype  o rgan ique .

Les  résu l t a t s  ob tenus  avec  une  add i t i on  de  0 ,010  mg /1  de  p ropan i l

son t  t r ès  s im i l a i r es  à  ceux  ob tenus  p récédemmen t  avec  l es  a l gues  adso rbées

su r  membrane  d ' a l um in ium.

Des  essa i s  on t  é té  r éa l i sés  avec  l es  b ' i l l e s  d ' a l g i na te  séchées  pu i s

réhyd ra tées  en  p résence  de  c i  t r a te  t r i  sod i  que  (  5  mM pendan t  que ' l  ques

m inu tes )  ou  en  m i ' l i eu  LC  ( l e  sod ium dép1ace  1 ' équ i l i b re  de  f o rma t i on  du

comp lexe  a l g i na te -Ca  ve rs  l a  f o rma t i on  d ' un  comp lexe  a ' l g i na te  de  sod ium qu i

es t  so l  ub l  e  dans  I  ' eau .  Un  temps  de  con tac t  t rop  1  ong  condu i  t  à  une

désag réga t i  on  t o ta l  e  des  b i  I  I  es  d ' a1  g i  na te )  .

Un  a j ou t  de  0 ,010  mg / ' l  de  p ropan i l  a  en t ra l né .  pou r  des  b i ' l l e s

conse rvées  2  j ou rs  à  sec  avan t  r éhyd ra ta t i on ,  un  pou rcen tage  d ' i nh ib i t i on

vo i s i n  de  ce lu i  ob tenu  pou r  des  b i l l e s  non  déshyd ra tées  (C f  t ab ' l eau  V ) .

Aucune  réponse  n ' a  é té  mesu rée  pou r  des  b i l l e s  conse rvées  à  sec  pendan t  4

j  ou rs  .

A  l a  vue  de  ces  résu l t a t s ,  i l  semb le  donc  que  l e  ge l  d ' a l g ' i na te  ne

rep résen te  pas  une  ba r r i è re  n i  pou r  
' l e  

méd ia teu r  n i  pou r  l es  t ox i ques

o rgan ' i ques ,  ma i s  que  l a  conse rva t i on  du  b i oca ta l yseu r  ne  pu i sse  se  f a i r e

pa r  déshyd ra ta t i on .
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4 .2 .2  Tox i c i t é  des  mé taux

La  sens  i  b i ' l  i  t é  du  b i  ocap t ,eu r  au  cu i  v re ,  cadmi  um e t  au  mercu re  a

tes tée  pou r  des  concen t ra t i ons  en  mé ta l  de  l ' o rd re  du  mg /1  e t  pou r

du rées  d ' expos i  t i on  de  t  heu re .

Tab l  eau  V I  :  Résu ' l t a t s  ob tenus  pou r  ' l es  
d i  f f é ren ts  mé taux  tes tés

( concen t ra t ' i ons  exp r imées  en  mg /1  de  f  i on  mé ta l l i que )

Se l
méta ' l  1  i  que

Conc  .
(mg / l  )

Es pèces
tes tées

Pou rcenta ge
i  nh i  b i  t i  on

cd(N03)2 ,4H20 2 Ch l  o re l  I  a
Scenedesmus

0
0

CuS04 ,  5H20

Cu(N03 )2 .3H20

5

5

Chl  ore l

Ch l  o re l

l a

l a *

0

0

HsCl 2 2 Ch l  o re l  I  a 0

*  :  méd ' i a t eu r  u t i l i sé  2 ,6 -d imé thy lbenzoqu inone  (0 ,4  mM)

Les  résu l t a t s  ob tenus  on t  mon t ré  que ' l e  b i ocap teu r  é ta i t  i n sens ib l e

à  l a  t ox ' i c i t é  de  ces  mé taux .  même  à  f o r t es  concen t ra t i ons  (C f  t ab leau  V I ) .

Ces  résu l t a t s  néga t i f s  pou r  une  add i t i on  de  Cu2+  son t  su rp renan ts

ca r  ce  composé  es t  r econnu  pou r  posséde r  une  ac t i on  i nh ib i t r i ce  su r  l e

sys tème pho tosyn thé t ' i que .

D i ve rs  s i t es  d ' i nh ib ' i t i on  du  t r anspo r t  d ' é l ec t rons  pho t . osyn thé t i ques

on t  é té  p roposés ,  ôu  n i  veau  des  pho tosys tèmes  I  e t  I  I  no tamment

p las tocyan ine  e t  f e r rédox ine  (MOHANTY e t  a l . ,  1989 ) .  Pou r  l eu r  pa r t ,  ces

au teu rs  on t  démon t ré  que  l e  cu i v re  a f f ec te ' l e  t r anspo r t  d ' é l ec t rons  au

n i  veau  du  second  accep teu r  QB su r  des  thy l  aco ldes  de  P i  sum sa t i  vum.

RTNGANATHAN e t  B0SE (1989 )  on t  dé te rm iné  l e  s i t e  d ' ac t i on  du  cu i v re  au

n i  veau  du  cen t re  réac t i  onne l  du  PS I  I  pou r  des  ch l  o rop l  as tes  de  P i  sum

sa t  f  vum.

En  revanche  SH I0 I  e t  a l .  ( 1978 )  on t  t r ouvé  un  doub le  s i t e  d ' ac t ' i on

du  cu i v re .  Ce lu i - c i  ag i r a i t  p r i o r i t a i r emen t  su r ' l a  f e r rédox ine  e t  pou r  une

fa i b l e  pa r t  au  n i veau  du  s i t e  oxydan t  du  PS  I I .

éré
des
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Nos  résu ' l  t a t s  I  a i  s sen t  à  pense r  que  ' l e  
cu i  v re  n ' ag i  t  pas  su r  

' l e

second  accep teu r  des  qu inones  0B  comme suggéré  pa r  MOHANTY e t  a l .  ( 1989) .

En  e f f e t  ce  s i t e  d ' ac t i on  es t  t r ès  p roche  de  ce lu i  des  he rb i c i des  :  u rées

subs t i  t uées ,  t r i  az i  nes  e t  acy ' l an i ' l i  des  (  VAN RENSEN,  1982  ;  DUCRUET e t  a l  .  ,

1990 )  don t  I ' a c t i on  es t  imméd ia temen t  dé tec tée  (C f  pa rag raphe  4 .L .2 .L ) .  Le

cu i v re  ag i r a i t  donc  p l us  l o i n  l e  l ong  de  l a  cha lne  pho tosyn thé t i que  peu t -

ê t r e  au  n i veau  de  l a  p l as tocyan ine  ou  de  l a  f e r rédox ine ;  à  mo ins  que  ce t t e

absence  de  t ox i c i t é  r ésu l t e  d ' un  p rob lème  de  b i od i spon ib i l i t é ,  Cu2+  n ' ayan t

pas  pu  accéde r  à  l a  membrane  ch lo rop las t i que .

L 'absence  de  tox i c i t é  du  cadmium e t  du  mercu re  é ta i t  a t t endue  compte

tenu  de  l eu rs  s i t es  d ' ac t i on  su r  l a  pho tosyn thèse .  En  e f f e t ,  KOJ IMA e t  a l .

( 1987 )  on t  r appo r té  que  l e  me rcu re  i nh ibe  l e  t r ans fe r t  d ' é l ec t rons  du

pho tosys tème I  au  n i  veau  de  I  a  f  e r rédox ' i  ne .  Le  s  i  t e  d 'ac t i  on  du  cadm ' i  um se

s i t ue  au  n i veau  du  cyc le  de  Ca l v i n  ( t , JE IGEL .  1985 ) .  e t  n ' a  donc  pas  d ' ac t i on

su r  l a  cha lne  de  t r ans fe r t  é ' l ec t r on ique .

Ces  2  composés  son t  suppose r  ag i r  au  de là  du  s i t e  d ' ac t i on  p résumé

méd ia teu r ,  cec i  peu t  exp l i que r  qu ' i l s  ne  son t  donc  pas  dé tec tab les  avec

sys tème.

4 .3  Conc lus i ons  conce rnan t  
' l e s  

essa i s  avec  méd ia teu rs

Le  f  l  ux  é ' l ec t ron i  que  consécu t i  f  à  une  s t imu l  a t i  on  I  um ' i neuse  chez  I  es

a lgues  euca ryo tes  ne  peu t  ê t r e  mesu ré  que  s i  l ' on  u t i l i se  des  méd ia teu rs

qu i  von t  péné t re r  dans  I  a  ce l  I  u l  e  e t  ag i  r  comme accep teu rs  te rm i  naux

d 'é l ec t rons .  Les  essa i s  on t  mon t ré  que  seu l s  l es  dé r i vés  de  l a  benzoqu inone

pe rme t ta i en t  de  mesu re r  l ' a c t i v i t é  pho tosyn thé t i que  de

un i ce l l u l a i r es .

ces  a1  gues

Ces  dé r i  vés ,  à  I  a  concen t ra t i  on  u t i  I  i  sée ,  se  son t  r évè l  és  t ox i  ques

pou r  ' l e s  
ce l  I  u l  es .  La  du rée  de  v ' i e  d ' un  t e l  b i  ocap teu r  es t  donc  t r ès

cou r te .  La  réponse  pho tosyn thé t i que  de  Ch lo re l l a  vu?ga r i s  n ' es t ,  en  e f f e t ,

p1  us  mesu rab l  e  ap rès  24  heu res  d '  u t i  I  i  sa t ' i on  .

L ' app1  i  ca t i  on  d '  un  cap teu r à  méd i  a teu r ,  u t i  I  i  san t  des  a  1  gues

euca ryo tes ,  pou r  l e  con t rô l e  des  m i ' l i eux  hyd r i ques  n ' es t  donc  pas

réa l i sab le  comp te  t enu  de  sa  f a i b l e  du rée  de  v i e .  Les  man ' i pu la t i ons  e t  l e

remp lacemen t  des  é lec t rodes  a lga les  se ra ien t  t rop  f réquen ts  pou r  que  ce

cap teu r  p résen te  un  i n té rê t  comme sys tème d 'a le r te .
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L 'app l i ca t i on  de  ce  sys tème  à  méd ia teu r  pou r  1e  con t rô l e  de  t ox i c i t é

des  eaux  n ' a  pas  é té  r e tenu  é tan t  donné  sa  f a i b l e  du rée  de  v i e .  Nous  nous

sommes donc i  n téressés à 
' l  
a  mesure de 1 'oxygène comme i  nd i  cateur  de

I  ' ac t i  v i  t é  pho tosyn thé t i  que  de  ces  a1  gues  un i  ce ' l  1  u l  a i  res  au  I  i  eu  du

t rans fe r t  d ' é l  ec t r ons .

Le  sys tème  m is  au  po ' i n t  pou r  l a  dé tec t i on  de  1 ' oxygène

pho tosyn thé t i  que  compor te  une  é l  ec t rode  à  0e  de  t ype  ouve r t  avec  une

ca thode  en  g raph i  t e  e t  une  anode  en  a  rgen t  recouve r te  d '  un  dépô t  de

ch lo ru re  d ' a rgen t  comb inée  à  une  é l ec t rode  de  ré fé rence .

Des  é tudes  p ré l im ina i r es  on t  mon t ré  que  ce t t e  con f i gu ra t i on  pouva i t

se  p rê te r  à  
' l a  

mesu re  de  1 ' oxygène  p rodu ' i t  pa r  des  a l gues  un i ce ' l l u l a i  r es

i  mmobi  
' l  

i  sées .

5 .1  Oo t im i sa t i on  du  svs tème

Les  d i  f f é ren ts  pa  ramèt res  i  n te rvenan t  dans  
' l  
a  concep t i  on  de  ce

b iocap teu r  on t  é té  p r i s  en  comp te  e t  é tud iés  a f i n  d ' ob ten i r  un  s i gna l

cou ran t  d ' amp l i t ude  max ima ' l e ,  une  sens ib i l i t é  op t ima ' l e  aux  t ox i ques  e t  de

l im i t e r  l es  i n t e r f é rences  dans  l es  mesu res .

5 .1 .1  Pa ramè t res  phvs ioues  du  svs tème

5 .1 .1 .  I  Po ten t i  e l  imoosé

Nous  avons  tes té  I  '  i  n f ' l  uence  du  po ten t i  e1  i  mposé  aux  bo rnes  de

I  ' anode  e t  de  I  a  ca thode .  Ce l  I  e -c i  es t  po1  a  r i  sée  néga t i  vemen t  pou r

pe rme t t re  I  a  réduc t i  on  de  1  ' oxygène .

Les  expé r i ences  on t  é té  r éa l i sées  avec  des  é l ec t rodes  p ro tégées  ou

non  pa r  une  membrane  de  Té f l on  ;  l ' é l ec t r o l y t e  cho i s ' i  é t a i t  l e  NaC l  à  une

concen t ra t i on  de  0 ,85%.

Ces  essa i s  on t  mon t ré  que  I ' amp l i t ude  de  
' l a  

r éponse  des

b i  oé ' l  ec t rodes  à  une  exc i  t a t i  on  I  um i  neuse  va  r i  a  i  t  en  fonc t i  on  de  I  a

d i f f é rence  de  po ten t i e ' l  imposée  (C f  f i gu re  13 ) .
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Amplitude de courant mesuré (%)

0,1  0 .2  0 ,3  0 .4  0 .5  0 ,6  0 .7  0 .8  0 .9  1
Potent iel  imposé (valeurs négat ives)

.--- . -  El .  Téf lon 1 -{-  El ,  sans Téf lon -  El .  Téf lon 2

Expér lence réa l i sée  pour  O,85% en NaCl

F iqu re  13  :  I n f l uence  du  po ten t i e l  imposé  su r  1 ' amp1  i t ude  du  cou ran t

mesu ré .

Les  po la rog rammes  ob tenus  p résen ten t  3  zones  d i s t i nc tes .  En t re  0  e t
- 200  mV,  l e  t r acé  es t  p1a t .  Le  po ten t i e l  de  décompos i t i on  de  l ' o xygène  n ' a

pas  é té  a t t e ' i n t .  Dans  
' l a  

zone  2  - (  ?00  mV à .  - 700  mV)  l e  cou ran t  de  réduc t i on

mesuré  augmen te  en  fonc t ' i on  du  po ten t ' i e1  .  Au  de ' l à  de  -700  mV,  I  ' amp1  i  t ude

du  cou ran t  es t  i ndépendan te  du  po ten t i e l  imposé .

Le  t r acé  es t  p ra t i quemen t  i den t i que  pou r  une  ca thode  p ro tégée  ou  non

pa r  une  membrane  de  Té f l on .

Nous  nous  sommes  p1  acés ,  pou r  I  es  expé r ' i  ences  u l  t é r i  eu res ,  à  une

va leu r  de  -700  mV qu i  pe rme t  d ' ob ten i r  un  cou ran t  max ima l  de  réduc t i on  de

1  ' oxygène .

5 .1 .1 .2  Cho i x  de ' l  ' é l ec t r o l v t e

La  con f i  gu ra t i  on  de  
' l  ' é l  ec t rode  à  oxygène  de  t ype  ouve r t  rend

nécessa i re  
' l  ' add i t i on  d ' un  é l ec t ro l y t e  dans  

' l e  
m i l i eu  c i r cu lan t .  La

compos i t i on  de  l ' é l ec t r o l y t e  do i t  pe rme t t r e  l es  r éac t i ons  d ' oxydo - réduc t i on

anod ique  e t  ca thod ique  en  t r anspo r tan t ' l e s  i ons  requ i s  en t re  l ' anode  e t  l a

ca thode .  La  réac t i  on  anod i  que  va  donc  ê t re  fonc t i  on  de  I  a  na tu re  de

l ' é l ec t ro l y t e  (S IMON,  1989 ) .

Une  bonne  conduc t i v i t é  é l ec t r i que  nécess i t e  l e  p l us  souven t
' f  ' u t i ' f i sa t i on  de  subs tances  i no rgan iques  s imp les  (L INEK e t  a l  . . 1988 ) .
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Di f f é ren t s  é l ec t ro l y t es  on t  é té  t es tés :  NaC '1 ,  KC l ,  NH4C l ,  CaC l2  e t

KBr  à  des  concen t ra t i ons  s ' éche lonnan t  en t rè  5 .10 -3  e t  2 . t 0 -1  N .

L ' u t i l i sa t i on  de  NaC l ,  KC l ,  NH4CI  e t  KBr  a  pe rm is  d ' ob ten i r  un

cou ran t  max ima l  de  réduc t i on  de  1 ' oxygène .  CaC l2 ,  pou r  sa  pa r t ,  a  p rodu i t

des  amp ' l i t udes  de  cou ran t  p l us  f a i b ' l es  ( i n f é r i eu res  de  mo i t i é  env i r on ) .  ,
La  p résence  d '  i  ons  C l  

-  
dans  1  ' é l  ec t ro ' l y te  condu i  t  à  

' l a  
réac t i  on

d 'oxyda t i  on  à  
' l  ' anode  :

4  Ag  +  4  C l -

Dans  
' l  
e  cas  où  KBr  es t  u t i ' l  i  sé  comme é1ec t ro1y te ,  I  es  i  ons  B r -  von t

réag i r  de  man iè re  i den t j que  aux  i ons  ch lo ru res .

En  revanche ,  l o rsque  des  composés  comme NaN03 ,  NH4N03  ou  MgS04  on t

é té  u t i  l  i  sés ,  l  es  cou ran ts  en reg i  s t rés  é ta j  en t  t rès  fa i  b l  es  :  ces

amp l i t udes  on t  augmen té  avec ' l ' add i t i on  d ' un  pon t  sa l i n  (KC l  3M)  au  n i veau

de  I ' anode  pou r  l a  sépa re r  du  f l ux  c i r cu ' l an t .  A  f o r ce  i on ique  i den t i que ,

I  es  cou ran t s  é ta i en t  équ i va len t s  (C f  f i gu re  14 ) .

Nous  avons  donc  cho i s i  l e  NaC l  à  une  concen t ra t i on  de  0 ,85% (1 ,45

10 -1  M)  comme é lec t ro l y t e  ;  1 ' amp l i t ude  du  cou ran t  ob tenue  es t  a l o r s

max ima le  (C f  f i gu re  14 ) .  Ce t t e  concen t ra t i on  es t  i n f é r i eu re  à  ce l l e  de  1  M

précon i sée  pa r  H ITCHMAN (1978 )  pou r  c rée r  un  bon  m ' i l i eu  conduc teu r  en t re

l ' anode  e t  l a  ca thode  dans  l e  cas  d ' é1ec t rodes  à  02  de  t ype  C1a rk .

5 .1 .1 .3  I n f l  uence  de  I  a  membrane  p ro tec t r i  ce

Les  é1  ec t rodes  à  oxygène  de  t ype  ouve r t  son t  f ac i  I  emen t

con tam inab les  pa r  des  composés  t e ' l  que  l es  cyanu res ,  1e  f e r r i c yanu re  ou

I ' asco rba te .  A f i n  d ' é l  im ine r  ces  réac t i ons  d ' oxydo - réduc t i on  pa ras i t es  de

la  mesu re  d ' oxygène ,  1a  ca thode  de  g raph i t e  a  é té  r ecouve r te  d ' une  membrane

de  Té f l  on .

Les  compor temen ts  de  2  é l ec t rodes  à  oxygène , ' l ' une  ayan t  sa  ca thode

pro tégée  pa r  une  membrane  de  Té f l on  1a  seconde  é tan t  non  p ro tégée ,  on t  é té

comparés  pou r  une  add i t i on  de  5  mM de  Fe (CN)6  (C f  f i gu re  15 ) .
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Force ionique (moles)

- NaCl -+- NaNOS

1 . 2

1
I

o.8

0.6

o.4

o .2

o 0.05 0 . 1 5
Force ionique (moles)

- NaCl +- NaNOS

ELECTRODE DE REFEBENCE PROTEGEE
PAR UN PONT SALIN

NaCl ut l l l rôe
ultôrleurs

o.25

1 . 2

1

0.8

o.6

0.4

o.2

F iqu re  14  :  Ampf i t ude  de  réPonse

concentrat i  ons d '  é ' l  ect ro ' ly tes

Courant (uA)

de  l ' é l ec t r ode  ob tenue  pou r  d i f f é ren tes
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cathoda protâgé. tE uc Erbrâæ do Îéflon

CousÈ tA

C.thode mn Prctégêc

À.lditid dC ?e(cl)6

larF (rinuté)

F iqu re  15 :  I n f l uence  de  l a  membrane  p ro tec t r i ce  l o r s  d ' une  add i t i on  de

Fe (CN)6  dans  l e  m i  I  i eu  (b i oca ta l yseu r  u t i  1  i sé  Ch lo re l l a  vu l  ga r f s ) .

Les  rés  u l  t a t s  ob tenus  on t  con f i  rmé  que  I  a  membrane  p ro tègea  i  t

e f f i cacemen t  l a  ca thode  d ' une  con tam ina t i on  pa r  des  composés  p résen t s  dans

I  e  m i  I  i eu  c i  r cu l  an t .

Pou r  l ' é ' l e c t r ode  à  02  p ro tégée  pa r  l a  membrane  de  Té f l on ,  l a  mesu re

de  1 'oxygène  pho tosyn thé t i que  n 'es t  p ra t ' i quemen t  pas  a f fec tée  pa r  ce t te

add i t i on  de  f e r r i c yanu re  de  po tass ium.  En  revanche ,  pou r  une  ca thode  non

pro tégée ,  1  e  po ten t i  e l  néga t i  f  f avo r i  se  I  a  réduc t i  on  du  fe r r i  cyanure  en

fe r rocyanure  ;  ce t te  réac t i  on  pe r tu rbe  I  a  mesure  e t  ne  pe rme t  p1  us  de

quan t i f i e r  I ' a c t i v i t é  pho tosyn thé t ' i que  chez  Ch lo re l l a  vu  l ga r i s .

Des  essa i s  r éa l i sés  avec  I ' asco rba te  de  sod ium on t  m i s  éga ' l emen t  en

év idence  I ' i n t é rê t  1 j é  à  1a  p résence  de  ce t t e  membrane .

L INEK e t  a l .  ( 1988 )  dé f i n i ssen t  
' l a  

membrane  i déa1e  comme fa i b l emen t

pe rméab le  à  1 ' oxygène  ma i s  avec  une  d i f f us i v i t é  é1evée  de  1 ' oxygène .  Ce t t e

fa i b l e  pe rméab i l i t é  oppose  une  rés i s t ance  é l evée  au  t r anspo r t  de  1 ' oxygène

jusqu 'à  l a  ca thode  :  ce  qu i  f avo r i se  l a  r éduc t i on  de  l a  t o ta l i t é  de

I ' oxygène  avec  une  s toech iomét r i e  de  4  é lec t rons .  Ce t te  membrane  do i t

éga lemen t  ê t re  i ne r te  ch im iquemen t ,  rés i s tan te  aux  chocs  e t  aux  con t ra ' i n tes

mécan iques ,  e t  f a i b l emen t  pe rméab le  au  C02  e t  à  
' l ' eau .
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Compte  tenu  de  ces  c r i t è res  l im i ta t i f s ,  ces  au teu rs  on t  d ressé  une

l i s t e  de  que lques  composés  u t i ' l i sab les  pou r  l a  f ab r i ca t i on  des  membranes

protect r i  ces :

Té f l on  PTFE ,

Té f l on  FEP .

po lyé thy ' l ène ,

po l yp ropy ' l ène ,

my l  a  r ,

s i ' l i cone ,

ce l  1  ophane .

Nous  avons  pu  con f i rme r  1 ' app l i cab i l ' i t é  des  membrane  de  Té f l ons  PTFE

e t  FEP ;  pa r  con t re  l a  ce l l ophane  s ' es t  r évé lée  i nu t i l i sab le  dans  l e  cad re

de  no t re  é tude .

Cependan t ,  l ' add i t i on  d ' une  membrane  p ro tec t r i ce  de  Té f l on  au  n i veau

de  l a  ca thode  a  ra l en t i  l a  r éponse  du  cap teu r  aux  s t imu ' l i  l um ineux  ;  ce t

e f f e t  peu t  s ' exp ' l i que r  pa r  1a  rés i s t ance  é l evée  de  l a  membrane  au  t r anspo r t

de  I ' oxygène  (C f  f i gu re  16 ) .

120

100

80

60

40

20

o
O:00 1 : 4 0 3:20 5:00 6:40 8:2O

Temps (minutes)

-  E lect rode Téf  lon -  E lect .  sans Téf  lon

F iqu re  16 :  Compara i son  de  l a  r ap id i t é  des  réponses  pou r  des  é l ec t rodes  de

g raph i te  p ro tégees  ou  non  pa r  une  membrane  de  Té f l on .

% de réoonse max imale
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5 .  1 .2  Amé]  i  o ra t i  ons  apoor tées  au  svs tème

5 .L .2 .1  Cho i x  du  suooo r t  de  f i xa t i on  des  m ic ro -o rqan i smes

Nous  avons  tes té  d i f f é ren tes  membranes  comme suppor t  d ' adso rp t ' i on

des  m i  c ro -o rgan i  smes .  Ce t te  adso rp t i  on  s ' e f fec tue  pa r  f i  I  t r a t i  on  (  C f

chap i t r e  3 .1 .1 .5 ) .  La  membrane  es t  ensu i t e  p l acée  e t  ma in t , enue  au  con tac t

é t ro i  t  de  
' l  ' é l  ec t , rode .

Les  membranes  re tenues  pou r  I ' expé r ience  son t  de  4  t ypes  d i f f é ren ts

( t ab ]eau  V I I ) .

Tab leau  V I I  :  Ca rac té r i s t i ques  des  membranes  t es tées .

Types de
membra nes

Compos i  t i  on Po  res
(  pm)

St  ruc tu  re Cou ra  n t
mesuré  pA

Anotec a ' l um in ium 0,20 r i  g i  de t rans l  uc i  de
humi  d i  f i  ée

I , 46

M i l l i po re  HVLP f  
' l uo ru re  

de
po1  yv i  ny1  i  dène

0  , 45 soup l  e t r ans  I  uc i  de
humi  d i  f i  ée

1 ,31

Pa l  I  b i  odyne
Pa l l b i odyne

A
B

ny l  on
ny ' l on

0,20
0 ,20

soup ' le
soup l  e

opaque
opaque

0 ,94
0  , 70

M i l l i po re  GSTF
Mi 1 

' l  
i  pore HAIIP

es te r s  de
ce l  I  u l  ose

0.22
0 .45

soup l  e
soup l  e

opa  que
opaque

0  , 41
0 .7L

Les  membranes  pa l l b i odyne  A  e t  B  se  d i f f é renc ien t  pa r  l eu r  cha rge

é ' l ec t r i  que  en  su r face  :

-  pa l l b i odyne  A  es t  une  membrane  ampho tè re  don t ' l a  ch im ie  de  su r f ace

p résen te  des  g roupemen ts  am inés  e t  ca rboxy f  i ques ,

- ' l a  membrane  pa l l b i odyne  B  o f f r e  une  su r f ace  à  f o r t e  dens i t é  de

g roupemen ts  ammon ium qua te rna i re  qu i  l a  renden t  f o r temen t

ca t i  on i  que .

L ' i n f l uence  de  ces  membranes  su r  l a  sens ib i l i t é  du  b i ocap teu r  a  é té

éva luée  pou r  une  add i t i on  de  0 ,100  mg / ' l  d ' i sop ro tu ron  (C IBA  GEIGY F rance )

avec  Ch lo re l l a  vu lga r f s  comme b ioca ta ' l y seu r  ( f i gu re  17 ) .
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Les  é l ec t rodes  p répa rées  avec  
' l e s  

membranes  ano tec ,  m i l l i po re  HVLP ,

pa l l b i odyne  B  e t  pa l l b i odyne  A  on t  p résen té  une  sens ib i ' l i t é  p ra t i quemen t

i den t i que .  En  revanche . ' l e  t emps  de  réponse  va r i e  de  man iè re  impo r tan te :

l e  max imum d ' i nh ib i t i on  a  é té  a t t e i n t  ap rès  15  m inu tes  avec  une  membrane

ano tec ,  ma is  30  m inu tes  on t  é té  nécessa i res  pou r  ob ten i  r  l e  max imum

d ' i nh ib i t i on  avec  l es  membranes  pa l l b i odyne  A  e t  m i l f  i po re  HVLP .

Les  é lec t rodes  p répa rées  avec  des  membranes  d 'es te rs  de  ce l l u ' l ose  se

son t  révé l  ées  beaucoup  mo i  ns  sens i  b l  es .

Les  amp l  i  t udes  des  cou ran ts  mesurés  son t  p l  us  impor tan tes  1  o rsque

I  es  membranes  m i ' l  I  ' i po re  HVLP ou  ano tec  son t  u t i  I  i  sées  ;  en  e f  f  e t  ces

membranes ,  de  pa r  ' l eu r  
s t r uc tu re ,  a t t énuen t  t r ès  peu  ' l  ' i n t ens i t é  l um ineuse

émise  pa r  1a  d i ode  (C f  t ab leau  V I I ) .

Nous  avons  re tenu  l a  membrane  m i l l i po re  HVLP  pou r  nos  essa i s ,  comp te

tenu  de  sa  soup l  esse  e t  cec i  ma l  g ré  I  e  t emps  de  réponse  p l  us  1  ong  :
' l  ' é l ec t r ode  se  révè le  a i ns i  mo ins  f  r ag ' i l e  qu ' une  é l ec t rode  à  membrane

d 'a l um in ium.

Ce  po in t  au ra  son  impo r tance  l o r squ ' i l  s ' ag i r a  de  p l ace r  l ' é l ec t r ode

in  s i t u ,  en  r i v i è re  ou  à  l a  so r t i e  d ' e f f l uen t s  d ' o r i g i ne  i ndus t r i e l l e  où

e l l e  se ra  soum ise  à  t ou tes  so r t es  de  chocs  qu i  pou r ra i en t  endommager  sa

s t ruc tu re .

5 . I . 2 .2  I n f l uence  de  l ' âqe  de  l a  cu l t u re  su r  l a  sens ib i l i t é  des  é l ec t rodes

Nous  avons  p ré ' l evé  des  f r ac t i ons  d ' une  cu l t u re  de  Ch lo re l l a  vu lga r l ' s

aux  3ème ,  oème ,5ème . r  6ème  j ou rs  de  c ro i ssance  e t  comparé  l a  sens ib j ' l i t é

des  é l ec t rodes  p répa rées  à  pa r t i r  de  ces  f r ac t i ons  pou r  une  add i t i on

d ' i sop ro tu ron  à  l a  concen t ra t i on  de  0 ,100  mg /1 .

La  f i gu re  18  rep résen te  I a  cou rbe  de  c ro i ssance  de  I a  cu l t u re

u t i l i sée  avec  une  pho topé r i ode  16 /8  ( i ou r / nu i t )  r  J3  e t  J4  se  t r ouven t  en

phase  exponen t i e l ' l e  de  c ro i ssance ,  J5  e t  J6  en  phase  de  ra l en t i s semen t .

Les  ca rac té r i s t i ques  des  é l ec t rodes  pou r  J3 ,  J4 ,  J5 ,  J6  son t  données

dans  l  e  t ab l  eau  V I  I  I  c i  - dessous .
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Concent ra t ion  a lga le  .10  E5 (c /ml ) abs . (665nm)
Z

1 8

1 . 6
1 l
t . +

1 , 2

1

0 8

0.6

o.2

o
J .1  J .2  J .3  J  4  J .5
'  Age de  la  cu l tu re

-a- numérat ion - l -  absorbance

J . 7

F i  qu re  18  :  Courbe  de  c ro i  ssance  de  I  a  cu l  t u re  de  Ch l  o re l  1  a  vu l  ga r i  s

ut i  
' l  
i  sée

0
1
J

O : 1 5  O : 3 0  O : 4 5  1 : O 0  1 : 1 5
Temps (heures)

+ Jour O --+- Jour 4 --v- Jour b

1:3O 1' ,45 2:OO

*  J o u r  6

F iqu re  19 :  Compara i son  de  l a  t ox i c i t é  de  I ' i sop ro tu ron  (0 ,100  mg / l )  pou r

une  même cu l tu re  à  d i f f é ren ts  temps  de  c ro i ssance

%  d ' a c t i v i t é  p h o t o s y n t h é t i q u e
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Tab leau  V I I I  :  Ca rac té r i s t i ques  des  é l ec t rodes  p répa rées  avec  des  f r ac t i ons

de  cu ' l t u res  a l ga les  p ré1evées  à  J3 ,  J4 ,  J5 ,  J6

Temps de
p ré1  èv .

D0  d i ] . num c/ml cou ra nt
mesuré pA

J3 0 ,  517 9 ,8  106 1 .66  t  0 .18

J4 0,  501 9 ,1  106 1 .67  t  0 ,11

J5 0 ,  502 9 ,8  106 1 .46  r  0 ,11

J6 0,515 1 ,0  107 1 ,85  t  0 ,11

Les  résu ' l t a t s  ob tenus  f  i  gu re  19  mon t ren t  que  ' l  
es  é l  ec t rodes

p répa rées  à  J3 ,  J4  ou  J5 ,  J6  réponden t  de  man iè re  s im i  l a i  r e  pou r  une

add i t i on  d ' i sop ro tu ron  0 ,100  mg /1 .  La  sens ib i l i t é  es t  donc  i den t i que  que  l a

cu l  t u re  u t i  I  i  sée ,  pou r  I  a  p répa  ra t i  on  des  membranes  ,  so i  t  en  pha  se

exponen t i e l l e  de  c ro i ssance  ou  en  phase  de  ra l en t i s semen t .

Pou r ' l es  expé r ' i ences  réa l i sées  u l t é r i eu remen t  l es  cu l t u res  a l ga les

se ron t  p r i ses  i nd ' i f f é remment  en t re  J3  e t  J5 .

5 . I . 2 .3  I n f  l uence  de  
' l a  

concen t ra t i on  a ' l qa ' l e  su r  
' l a  

sens ib i ' l i t é  v i s -à - v i s

des  tox i  ques

Nous  avons  réa l i sé  deux  sé r i es  d ' é l ec t rodes  à  pa r t i r  d ' une  cu l t u re

de  Scenedesmus  subsp ica tus  :  l ' une  p répa rée  avec  une  fa jb le  quan t i t é

d ' a l gues  immob i l i sées ,  l a  seconde  comprenan t  une  popu la t i on  a l ga le

impo r tan te  rappo r tée  à  l a  su r f ace  de  l a  membrane  ac t i ve  (C f . t ab leau  IX ) .

Ces  deux  sé r i  es  on t  é té  tes tées  avec  
' l  '  ' i sop ro tu ron  à  0  ,  100  mg /  1  e t

Cu2+  à  1 ,5  mg / l  (CuS04 ,  5  H20  p rodu i t  Me rck ) .
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Tab leau  IX :  Compara i son  de  l a  sens ib i l i t é  des  deux  sé r i es  d ' é l ec t rodes

u t i  I  i  sées

Tox i  que
testé

Q té  d ' a1  gues /
é l  ect rode

Ra ppo r t
Mb2 lMb1

Cou ra nt
mesuré  pA

Sens ib i l i t é
l%  T (m i  n  )

cu2+
1 ,5  mg / l

é l ec t .  Mb .  I 7 ,35  106  c l cn?
13,7

0 .55 t0 ,11 54 420

é lec t .  Mb .  2 1 ,01  108  c l cn? I  .  54 t0 ,48 28 420

Isopro -
tu ron
0 ,1  mg/ l

é ' l ec t .  Mb .  1 6.03  106 c lcn?
L4 ,6

0 .61 t0 ,  14 47 30

é lec t .  Mb .  2 g,n LO7 clcn? L,86x0,42 29 30

Pour  I ' e xpé r i ence  avec  f  i sop ro tu ron ,  l es  va leu rs  co r responden t  à  l a

moyenne  de  3  é l ec t rodes  de  chaque  t ype ;  l es  pou rcen tages  d ' i nh ib i t i on  pou r

l e  cu i v re  on t  é té  ca l cu lés  su r  2  va leu rs .

La  réponse  aux  i ons  Cu2+  es t  t r ès  l en te  pa r  r appo r t  à  ce1 ' l e  ob tenue

avec  I ' he rb i c i de  ( f i gu res  20  e t  2L ) .

L ' i n f l uence  de ' l a  quan t i t é  d ' a l gues  immob i l i sées  à  l a  su r f ace  de
' l  ' é l  ec t r ode  es t  t r ès  ne t t e .  Dans  I  e  cas  de  1  ' expos i  t i  on  au  cu i  v re ,

I  ' i  nh ' i  b i  t i  on  de  I  a  p roduc t i  on  d 'oxygène  es t  2  fo i  s  p1  us  fo r te  pou r  I  es

é lec t rodes  don t  l a  membrane  ac t i ve  con t i en t  peu  d ' a l gues  ( f i gu re  20 ) .  Ce t t e

d ' i f f é rence  de  sens i  b i ' l  i  t é  es t  enco re  impor tan te  ap rès  15  heu res

d 'expé r i  men ta t i  on  .

Pou r  f  i sop ro tu ron ,  I a  sens ib i I i t é  p l us  é l evée  de  I ' é l ec t r ode  à

fa i b l e  quan t i t é  d ' a l gues  es t  cons ta tée  pendan t  l es  30  p rem iè res  m inu tes  (C f

f i gu re  2L ) .  Les  pou rcen tages  d ' j nh ib i t i on  ob tenus  son t  i den t i ques  ap rès  60

minu tes  de  temps  de  con tac t .

Ces  deux  expé r ' i ences  nous  on t  pe rm is  d ' op t im i se r  l a  concen t ra t i on

d 'a l gues  nécessa i re  pou r  ob ten i r  une  sens ib i l i t é  max ima ' l e  t ou t  en

conse rvan t  une  réponse  mesurab ' l e .
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D'au t res  expé r iences  avec  un  aJou t  de  cyanure  de  po tass ium on t  donné

des  résu l  t a t s  s i  m i  I  a  i  r es  .  En  revanche ,  2  sé r i  es  d 'é l  ec t rodes  don t  I  e

rappor t  de  concen t ra t i on  en  a lgues  f j xées  es t  de  2 .8  ( so i t  r espec t ' i vemen t

une  quan t i t é  d ' a l gues  pa r  é l ec t rode  de  L ,67  107  e t  4 ,58  107  ce l l u l es / cm2)

se  son t  compor tées  de  man iè re  i den t i que  v i s -à - v i s  de  0 ,100  mg / l

d '  i  sop ro tu ron  .

La  sens ib i l i t é  du  b i ocap teu r .  comme nous  venons  de  l e  me t t r e  en

év idence ,  es t  f o r t emen t  i n f l uencée  pa r  1a  va r i a t i on  de  1a  quan t i t é  d ' a l gues

f i l t r ée  pa r  é l ec t rode .  La  compara i son  des  amp ' l i t udes  de  cou ran t  r espec t i ves

des  2  t ypes  d ' é l ec t rodes  se  t r adu i t  pa r  un  rappo r t  beaucoup  p ' l us  f a i b l e

compara t i vemen t  à  ce ' l u i  des  concen t ra t i ons  a ' l ga les .  A ins i  pou r  un  rappo r t

de  concen t ra t i on  de  L4 ,6  l e  r appo r t  12 / l l  ne  se ra  que  de  3 .  La  non
' l  

i  néa r i  t é  obse rvée  en t re  I  e  cou ran t  mesuré  e t  I  a  concen t ra t i  on  a1  ga1  e

pou r ra i t  r ésu ' l t e r  de  
' l a  

va r i a t i on  d ' épa i sseu r  du  dépô t  a l ga ' l  su r  l a

membrane .  Les  m ic ro -o rgan i smes  son t .  en  e f f e t ,  r épa r t i s  se lon  des  couches

supe rposées ;  e t  pou r  l es  p l us  f o r t es  popu ' l a t i ons  a l ga les  I ' o xygène  dégagé

pa r  l es  couches  ex te rnes  d i f f use  d i f f i c i l emen t  j usqu 'à  l a  ca thode  e t  n ' es t

donc  pas  rédu i  t .  0n  a t te i  n t  donc  un  op t i  mum au  de l  à  duque ' l  
' l  ' augmen ta t i  on

de  l a  popu ' l a t i on  a l ga ' l e  n ' i n f  
' l ue ra  que  f a i b ' l emen t  su r  

' l e  
cou ran t  mesu ré .

Ces  couches  supe rposées  j ouen t  éga lemen t  un  rô l e  de  ba r r i è re  v ' i s -à -

v i s  des  t ox i ques  :  l eu r  péné t ra t ' i on  j usqu 'aux  couches  l es  p l us  p roches  de
' l a  

ca thode  (qu i  dégagen t  
' l  ' 02  ne f  f  i  cacen  )  es t  ra l  en t i  pou r  l  es  é ' l ec t rodes  à

fo r t es  concen t ra t i  ons  a l  ga l  es .

L ' i sop ro tu ron ,  p rodu i t  o rgan ique ,  péné t re  p l us  l en temen t  pou r  l es

é lec t rodes  à  Mb  2 .  Cec i  exp l i que  l a  d i f f é rence  de  sens ib i l i t é  obse rvée  pou r

des  temps  de  con tac t  cou r t s .  Lo rsque  ce  tox ique  a  a t te in t  l es  couches

i  n te rnes  ,  I  es  pou rcen tages  d '  ' i  nh i  b i  t i  on  pou r  I  es  é l  ec t rodes  à  fo r te  ou

f  a ' i  b l  e  popul  a t i  on a I  ga I  e  sont  i  dent ' i  ques .

Le  cu i v re  se  f i xe  au  n i veau  de  l a  pa ro i  ex te rne  des  a l gues .  La

quan t i t é  de  cu i v re  a r r i van t  a l o r s  au  con tac t  des  couches  i n te rnes  se ra  donc

p lus  f a i b ' l e  pou r  ' l e s  
é ' l ec t r odes  à  f o r t e  popu la t i on  a ' l ga1e  :  cec i  pou r ra i t

exp l  i  que r  I  ' éca  r t  cons tan t  de  sens  i  b i  I  i  t é  obse rvé  .
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5 .1 .3  Du rée  de  v i e  du  cao teu r

Le  cap teu r  a  é té  tes té  en  con t i nu  pendan t  une  du rée  de  96  heu res .

Deux expér i  ences ont  é té réa I  i  sées avec Chl  ore l  I  a  vu l  gar i  s  comme

b ioca ta l yseu r ,  une  t ro i s ième avec  Scenedesmus  subsp ica tus .  L 'a ' l  imen ta t i on

en  NaC l  0 ,85% es t  con t rô l  ée  régu ' l  i  è remen t .

La  du rée  de  v i e  de  ce  cap teu r  es t  beaucoup  p lus  l ongue  que  ce l l e  du

sys tème à  méd i  a teu r  (  f i  gu re  22  )  .

Les  2  essa  i  s  e f fec tués  avec  Ch l  o re l  1  a  vu l  ga r i  s  p résen ten t  une

d i  f f é rence  de  t racé  impor tan te .  Pour  I  es  é ' l  ec t rodes  p répa rées  avec  des

membranes  m i  l  l  i  po re  HVLP,  
' l  ' i  n tens i  t é  de  l  a  réponse  déc ro i  t  r ap i  demen t ,

p r i nc i pa lemen t  en t re  t =0  e t  t =10  heu res .  En  revanche ,  l a  déc ro i ssance  es t

régu l ' i è re  pou r ' l e  second  essa i  avec  Ch lo re l l a  vu lga r f s .  Les  é l ec t rodes  avec

ou  sans  membrane  de  Té f ' l on  se  compor ten t  de  man iè re  i den t i que .

Ce t t e  expé r i  ence  a  é té  pou rsu i  v i  e  j  usqu 'à  J7  ;  I  es  é l  ec t r odes

réponden t  t ou jou rs  à  un  s t imu lus  l um ineux  ma i s  1 ' amp l i t ude  de  l a  r éponse  ne

rep résen te  p l us  que  10% de  l a  va leu r  en reg i s t r ée  à  JO .

L 'a t ténua t i on  de  l a  réponse  obse rvée  avec  Scenedesmus  subsp fca tus

es t  régu ' l  i  è re  au  cou rs  du  temps .

Les  t racés  ob tenus  pou r  ces  3  expé r ' i ences  p résen ten t  un  p ro f i  1

d i scon t i nu .  Ces  b rusques  mod i f i ca t i ons  du  t r acé  se ra ' i en t  dues  à  l a  p résence

de  m i  c robu ' l  I  es  qu i  se  fo rmen t  dans  
' l es  

tuyaux  d 'achemi  nemen t  du  1  i  qu i  de .

Ce l ' l e s - c i  peuven t  s ' accumu le r  dans  l e  pu i t s  où  es t  p l acée  l a  ca thode ,

i n te r f è re r  su r  l a  c i r cu la t i on  du  NaC l  e t  donc  pe r t u rbe r  l a  mesu re  (C f

f i gu re  7 ) .

5 .1 .4  Conc lus i onS  su r  l es  essa i s  d ' op t im i sa t i on  du  svs tème

Le  p ro to type  m i  s  au  po i  n t  pou r  I  a  mesure  de  I  ' oxygène

pho tosyn thé t i que  es t  un  sys tème de  t ype  ouve r t  comprenan t  une  ca thode  de

graphi  te  protégée par  une membrane de Téf ' l  on et  une é l  ect rode

a rgen t / ch lo ru re  d ' a rgen t  ( comb inan t  anode  e t  é l ec t rode  de  ré fé rence ) .

Un  po ten t ' i e ' l  de  -700  mV imposé  en t re  l es  bo rnes  des  deux  é lec t rodes

a ins i  que  l ' add i t i on  de  NaC l  comme é lec t ro l y t e  à  l a  concen t ra t ' i on  de  0 ,85%

se  son t  révé lés  nécessa i res  pou r  mesure r  une  amp ' l ' i t ude  de  cou ran t  max ima le .
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Amglltudo du courent (uA)

Chlorella vulg / m€mbrane Pallbiodyn€ B

Amplltucl€ du courant (ÊAl
2.5 r

2

1.5

1

Chlor€l la vulg.  /  m€mb. mi l l ipore HVLP

0 2 0 4 0 6 0

Temps (heures)

Scenedesmus subs. / memb. mlllipore HVLP

2 
Amplitud€ du courant (tA)

F iou re  22 :  Evo ' l u t i on  de ' l a  r éponse  du  b i ocap teu r  au  cou rs  du  t emps
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Des  va r i a t i ons  impo r tan tes  de  sens ib i l i t é  on t  é té  obse rvées  se lon  l a

s t ruc tu re  de  I  a  membrane  de  f i  xa t i  on  des  m i  c ro -a l  gues .  De  même,  I  a

concen t ra t i on  de  ce l l u ' l es  a ' l ga les  immob i ' l i sées  i n f l ue  su r ' l a  sens ib i l i t é  de

ces  b i oé ' l ec t r odes  a l ga les .  A ins i ,  des  concen t ra t i ons  moyennes  de  3 ' 8  107 ;

I  , 3  107  e t  ? ,6  107  ce ]  I  u ]  es /cm2 on t  é té  u t i ' l  i  sées  pou r  I  a  p répa ra t i  on  des

b ioé lec t rodes  avec ' l es  espèces  Ch lo re l l a  vu lga r f s ,  Scenedesmus  subsp i ca tus

e t  Se?enas t rum cap r i co rnu tum.  Les  va ' l eu rs  re tenues  pe rme t ten t  de  comb ine r

une  sens i  b i ' ' l  i  t é  é ' l evée  e t  amp l  i  t ude  de  cou ran t  impor tan te .
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5 .2  Sens ib i ' l i t é  du  svs tème

5 .  2 .  I  Tox i  c i  t é  des  subs tances  ch im i  ques

5.2 . r .L Tox i c i t é  des  he rb i c i des

La  sens ib i l i t é  de  ces  b i oé lec t rodes  a  é té  t es tée  su r  une  l a rge  gamme

de  p rodu i t s  he rb i c i des  (C f  t ab leau  X ) .

Les  résu l  t a t s  i  nd i  quen t  que  ces  b i  oé l  ec t rodes  a  I  ga  1  es  dé tec ten t

ra p i  dement  à des concentrat i  ons peu é ' l  evées 
' l  
a  présence de composés

i  nh i  ban t  I  e  t rans fe r t  é ' l  ec t ron i  que  pho tosyn thé t i  que  ;  que  ces  p rodu i  t s

appar t i  ennen t  au  g roupe  des  u rées  subs t i t uées  (  i  sop ro tu ron ,  ch l  o r to l  u ron ,

mé toxu ron ) ,  des  t r i az i nes  (a t r az i ne ,  s ' imaz ine ,  p romé t r yne ,  secbumé ton )  ou

des  acy lan i l i des  (p ropan i l ) .  La  sens ib i l i t é  obse rvée  pou r  une  add i t i on

d ' i sop ro tu ron  (0 ,100  mg / ' l  )  ou  d ' a t r az i ne  (0 ,200  mg /1  )  es t  i den t i que  que

I ' on  u t i ' l  i se  Ch lo re l l a  vu lga r i s  ou  Scenedesmus  subsp ica tus  comme

b i  oca ta  l y seu r .

Les  cou rbes  doses / réponses  pou r  f  i sop ro tu ron  (MAY and  BAKER L td ,

G .B . ) ,  l ' a t r az ' i ne  (C IBA  GEIGY Ag rochemica l s ,  G .B . )  e t  l e  p ropan i l

(PRQMOCHEM,  G .B . )  son t  p résen tées  f i gu re  23  ( l e  t ab ' l eau  des  va leu rs  es t

p roposé  annexe  IV )  .  Ces  expé r i  ences  on t  é té  e f fec tuées  avec  Ch l  o re l  1  a

vu lga r f s  immob i l i sée  su r  membrane  ano tec .

Les  t racés  ob tenus  son t  s im i  I  a i  res  pou r  ces  t ro i  s  composés .  Une

i  nh i  b i  t i  on  impor tan te  de  I  ' ac t i  v i  t é  pho tosyn thé t i  que  es t  obse rvée  pou r  de

fa i b l es  concen t ra t i ons  en  he rb i c i des ,  no tammen t  pou r  f  i sop ro tu ron  (0 ,050

mg / l  )  e t  l ' a t r az i ne  (0 ,100  mg / l  ) .  0n  obse rve  une  re l a t i on  l ' i néa i r e  en t re

I ' i nh i b i t i on  ob tenue  e t  l a  concen t ra t i on  en  he rb i c i des  j usqu 'à  0 ,100  mg /1

pou r  I ' i sop ro tu ron ,  0 ,200  mg / l  pou r  I ' a t r az i ne  e t  0 ,500  mg /1  pou r  l e

p ropan i l .  Au  de là  de  ces  va leu rs ,  
' l a  

cou rbe  d ' i nh ' i b i t i on  s ' i n f l éch i t  :  des

a jou t s  supp lémen ta i r es  d ' he rb i c i des  ne  mod ' i f i en t  que  dans  une  f a i b l e  mesu re

1  e  pou rcen tage  d '  i  nh i  b i  t i  on  mesu ré .



!É d'lnhlblt lon

8 8

I8OPROTURON

O.2 0.3 0./t
Concentratlon (mg/ll

- T.15 mln + T.3O mln

ATRAZINE

0.4 0.6 0.8
Concentration (n€ll)

- T=15 min +- T-30 min

PROPANIL

1 1.5
Concentratlon (ggll)

- T'15 mln + T'30 mtn

F iqu re  23  :  Cou rbes  d ' i nh ib i t i on  de  
' l a  p roduc t i on

pou r  d i f f é ren t s  he rb i c i des  ( i sop ro tu ron ,  a t r az i ne

d '  oxygène  pho tosyn thé t i qe

e t  p ropan i  1  )

s dlnhlblt lon
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Tab leau  X  :  Tox i c i t é  des  d i f f é ren t s  he rb i c i des :  éva ' l ua t i on  du  pou rcen tage
d ' i nh ib i t i on  de  I ' ac t i v i t é  pho tosyn thé t i que  ap rès  d i f f é ren t s  t emps
d '  expos ' i  t i  on  .

Tox ique  tes té
Ch l  o re l  1  a
vu l  ga r i  s

m  T (m in )

Scenedesmus
subsp f ca tus

m T (m in )

Se 7 enas trum
capr i  cornutum

l% T (m i  n  )

I sop ro tu ron *  0 ,100  mg / l 34 ( t 3 )a
55 (12 ) .
56( t6)D

15
30
30

36 (15 )
51 (12 )
49k4)

15
30
30

Ch l  o r to l  u .on*0 ,  100  mg l l
Q )

35 ( t5  )
60 ( tB )

30
60

Métoxu ron  0 ,100  mg / ' l
( 1 )

30( t5 )
33(+3)

15
30

At raz i  ne*  0 ,200  mg / ' l 42(t5)
56 (14 )
50G6)

15
30
30

41 ( tB )
62 ( rB )

15
30

S imaz in . *  0 ,100  mg / l
( 2 )

2L(t4)
30 ( t 4 )

30
60

Promét ryn . *  0 ,100  mg / l 15( r l )
39 ( t4 )

15
30

Secbuméton*  0 ,100  mg /1

0 ,500  mg / l

25G,4)
33 ( t 3 )
67 ( t2)

15
30
15

Di métha ch I  o  re*  5 mg/ ' l 0 720 0  720

Pen tach ' l o rophéno l  A
5  mg / l

0
0

60
300

10 (13 )  60
25G2)  300

Pen tach l  o rophéno1  B
10  mg / l

0
0

30
120

30( t4 )  30
56( t l )  120

I oxyn i l  2  ng l l  ( 1 ) 0 480

Bromoxyn i l  5  mg / l
( 1 )

10 ( t l )
24(tI)
37 (11 )

60
300
480

Bromophénoxime 5 mg/  I 0 60

Asul  ame 2 ngl ' l  (  1) 0 60

Les  p rodu i t s  su i v i s  d ' une  *  on t  é té  f ou rn i s  pa r  l a  soc ié té  C IBA-G t lGY
France  ;  l es  au t res  composés  son t  de  pu re té  ana ly t i que  reconnue .
(1 )
(2 )
(a )
(b )

membrane anotec
membrane  pa l l b i odyne  B
va r i a t i ons  éva luées  pou r  1es  é l ec t rodes  d ' un  même essa i
va r i a t i ons  éva luées  pou r  d i f f é ren tes  sé r i es  d ' essa i s
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Une  des  ca  rac té r i  s t i  ques  des  he rb i  c i  des  qu i  ag i  ssen t  su r  I  e

t r ans fe r t  d ' é l ec t rons  du  pho tosys tème  I  I ,  r és i de  dans  l a  r éve rs i b i  I  i t é  de
' l eu r  

ac t i on  (M0RELAND,  1980  :  METS e t  TH IEL .  1989 ) .  Ce t t e  ca rac té r i s t i que

semb ' l e  i nd ique r  que  seu1es  des  l i a i sons  f a i b1es  se  f o rmen t  en t re

I ' he rb i c i de  e t  l e  s i t e  de  f i xa t i on  (MORELAND,  1980 ) .

Ce t t e  r éve rs i b i l i t é  a  é té  t r ouvée  avec  l es  he rb i c i des  de  t ype  u rées

subs t i t uées ,  t r i az i nes  e t  acy lan i : l i des .  En  e f f e t ,  ap rès  r i nçage  du  sys tème ,

l ' é l ec t r ode  va  répond re  à  nouveau  avec  une  amp l i t ude  p ra t i quemen t  i den t i que

à  ce l l e  avan t  I ' a j ou t  de  l ' he rb i c i de  dans  l e  m i l i eu  (C f  f i gu re  24 ) .  Des

add i t i ons  success i ves  d ' i sop ro tu ron  à  une  concen t ra t i on  de  0 ,100  mg /1
(du rée  I  heu re )  en t recoupées  de  r i nçages  pa r  du  NaC l  0 ,85% (du rée  I  h  30 )

se ron t  dé tec tées  de  man iè re  p ra t i quemen t  i den t i que  (C f  f i gu re  25 ) .

I l  es t  donc  poss ' i b1e  de  réu t i l i se r  1e  cap teu r  pou r  une  dé tec t i on  de

ces  p rodu i t s  sans  avo i r  à  r emp lace r  l e  b i oca ta ' l y seu r .

Le  d imé tach lo re  (acé tan i l  i des )  appa r t i en t  comme l e  p ropan i  I  à  l a

f am i ' l ' l e  des  an i l i des  ma i s  con t ra i r emen t  à  ce  de rn ie r ,  aucune  i nh ib i t i on  de

p roduc t i on  d ' oxygène  n ' a  é té  obse rvée .

0n  cons ta te  une  va  r i  a t i  on  i  mpor tan te  de  sens  i  b i  1  i  t é  se l  on  
' l  ' espèce

a1ga1e  cho i s i e  dans  l e  cas  du  PCP :  Ch lo re l l a  vu lga r i s  semb le  i nsens ib l e  à

ce t te  subs tance  con t ra i  remen t  à  Scenedes ,nus  subsp ica tus  e t  Se lenas t rum

capr i co rnu tum.  Le  Pen tach lo rophéno ' l  t es té  p rov ien t  de  2  sou rces  d i f f é ren tes
(  PCP A  p rodu i  t  GREYHOUND ;  PCP B  p rodu i  t  MERCK)  ;  

' l es  
so ' l u t i  ons  mères  on t

é té  p répa rées  de  man iè re  i den t i que  (d i l u t i on  dans  100% de  mé thano l ) .

Le  b romophénox ime  peu t  se  range r  so i t  pa rm i  l es  dé r i vés

benzon i t r i l e s  ou  l es  dé r i vés  é the rs ;  ma i s  pa r  ses  p rop r i é tés  e t  son  mode

d 'ac t i on ,  i 1  se  c l asse  p l u tô t  dans  l es  benzon i t r i l e s  ( 0ETROUX,  1975 ) .  Les

b ioé lec t rodes  a l ga les  ne  son t  pas  sens ib l es  à  ces  dé r i vés  ( i oxyn ' i 1 ,

b romophénox ime)  dans  
' l  
es  gammes  de  concen t ra t i  ons  tes tées  .  Seu l  I  e

b romoxyn i l  a  i nh ibé  f a i b l emen t  l ' a c t i v ' i t é  pho tosyn thé t i que  chez  Ch lo re l l a

vu lga r f s .

L ' asu lame  n ' ag i t  pas  d i r ec temen t  au  n i veau  de ' l a  pho tosyn thèse  ma i s

i nh ibe  l a  c ro i ssance  e t  l a  d i v i s i on  ce l l u l a i r e  en  empêchan t  1a  syn thèse  des

fo l a tes  pa r  ac t i on  su r  
' l a  

d i hyd rop té roa te  syn thé tase  (DUKE,  1990 ) .  I l

appa ra l  t  donc 
' l  
og i  que que ce composé ne so j  t  pa s  détecté pa r  I  es

bi  oé ' l  ect rodes .
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Temps (heures)

l- l  addit ion 2 N addit ion 3

F iqu re  25  :  Réponse  d ' un  b i ocap teu r  u t i l i san t  Ch lo re l t a  vu lga r i s  pou r  des

add i t i ons  success i ves  d ' i sop ro tu ron  (0 ,100  mg / l  )

%  d ' i n h i b i t i o n
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5 .2 .1 .2  Tox i c i t é  des  mé taux

Seu les  des  add i t i ons  de  cu i v re ,  me rcu re  e t  ch rome  V I  (C f  t ab leau  X I )

on t  en t ra lné  une  i nh ib i t i on  de  l a  réponse  pho tosyn thé t i que  des  espèces

a lga ' l es  t es tées .  Ma i s  l ' i nh i b i t i on  d ' ac t i v i t é  pho tosyn thé t i que  obse rvée

avec  ces  ca t i ons  mé ta ' l l i ques  s 'exp r ime  beaucoup  p lus  l en temen t  que  pou r  des

p rodu i t s  de  t ype  he rb i c i de .

Après a jout  de Cu2+ et  HgZ* dans I  e  mi ' l  i  eu,  o f ,  constate une

ac t i va t i on  de  l a  r éponse .  Ce l l e - c i  es t  p l us  ou  mo ins  marquée  se lon  l es

essa i s .  Une  f o i s  ce t t e  phase  d ' ac t i va t i on  dépassée .  l e  cou ran t  de  réduc t i on

de  l ' o xygène  mesu ré  déc ro i t  r égu ' l i è remen t .  Ce t t e  d im inu t i on  es t  t r ès

marquée  pou r  une  add i t i on  de  1 . , 5  mg / ' l  de  Hgz+  (C f  f i gu re  26 ) .

Le  b iocap teu r  à  Ch lo re l l a  vu lga r f s  dé tec te  un iquemen t  des

concen t ra t ' i ons  é l evées  en  Cu2+ .  Une  concen t ra t i on  de  0 .500  mg / l  ( r ésu l t a t

non  p résen té  tab l  eau  X  I  )  es t  en  e f fe t  i  ndé tec tab l  e  ;  de  même,  
' l  
es

pou rcen tages  d ' i nh ib i t i on  ob tenus  pou r  une  add i t i on  de  L  ng l ' l  son t  f a i b l es .

Ces  expé r i ences  i nd iquen t  éga lemen t  une  d i f f é rence  de

se lon  
' l e s  

espèces  a l ga les  u t i l i sées  comme b ioca ta ' l y seu r .

concen t ra t i on  de  5  mg / ' l  de  Cr2Q72-  va  rap idemen t  en t ra lne r  une

de  
' f  
a  p roduc t i on  d 'oxygène  chez  Ch lo re l l a  vu lga r î s  ma ' i s  

' l  ' a1gue

subsp f ca tus  se  révè le  i nsens ib l e  à  ce  p rodu i t .

QVERNELL  (  1975  )  a  mon t ré  que  I  a  p roduc t i  on  d 'oxygène

photosynthét i  que pouva' i  t  ê t re  i  nh i  bée de moi  t i  é  chez Chl  amydomonas

re inha rd i i  pou r  une  concen t ra t i on  de  ! , 2  mg / ' l  de  Cu2+  e t  2  mg /1  en  Hg2*

ap rès  15  m inu tes  de  temps  de  con tac t .  Le  sys tème enzymat ique  p rodu isan t
' l  'oxygène photosynthét i  que est  donc sens i  b l  e  aux mi  cropol  

' l  
uants  méta I  I  i  ques

ap rès  un  t emps  t r ès  cou r t :  ce  qu i  n ' appa ra l t  pas  c l a i r emen t  avec  l es

b i  oé l  ec t rodes  .

Une des hypothèses avancées concernant  cet te  réponse peu rapide et

cet te  fa  i  b l  e  sens i  b i  
' l  
i  té  des b i  oé ' l  ect rodes est  une compl  exat i  on de ces

ca t i ons  mé ta ' l l i ques  avec  l es  i ons  C l -  p résen t s  dans  l e  m i l i eu  e t  avec  l es

i ons  hyd roxydes  résu l t an t  de  l a  c réa t i on  d ' un  m ic ro -env i r onnemen t  bas ique  à

p rox im i t é  de  l ' é l ec t r ode .

sens ' i b i ' l ' i t é

A i  ns i  ,  une

i  nh i  b i  t i  on

Scenedesmus
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de  l ' a c t i v i t é  pho tosyn thé t i que  ap rès  d i f f é ren t s  t emps  d ' expos i t i on
(concen t ra t i ons  exp r imées  en  mg / l  de  l ' i on  mé ta l l i que )

Sel  méta ' l l i que
tes té

(o r ig ine )

Chl  ore l  I  a
vu lga r i s

l%  T (m in )

Scenedesmus
subsp f ca tus

l%  T (m i  n  )

Se lenas t rum
capr i  cornutum

I% T (m i  n )

P b ( N 0 ? ) 2
0.2  md/T

(1 )

anhydre

*
0 720

cd (N0? )2 ,4H?0
1 .0  md /T  *
1 ,5  mg / l  * *

( 2 )

0 720
0 720

Cr (N0a )a ,
r ,  s  mdlY

9H20
0 600

K2Cr207 anhydre
510  mg l l

( 2 )  * * *

24G2)  60
32G2)  120
36(t3) 240

CuS0a ,  5H20
1 ,5  mg / ' l  

-

( 3 )  * *

20( t1  )  120
37 G2)  300
70( t1 )  420
76( t3 )  600

14 ( t5 )  120
40G7 ) 300
46G7 ) 420
50 ( t9 )  600

Cu(N03 )2 ,  4HZ0

1  , 0  mg /  I

1 ,5  mg /  I

( 1 )

0 120
20G4 ) 300
29G5) 420
35( t5 )  600

13  ( r1  )  120
40( t7 )  300
52G6) 420
62G4)  600

t t g (N0g )Z ,HZ0

0 ,2  ng l1

I  , 5  mg /  I

( 1 )

6( t2)
30 ( *1 )
36 (11 )
46G2)

L20
300
420
600

060
31( t7 )  L20
81 (14 )  180
95 ( r l )  ?40

HsCl  2

0 ,5  mg/ ' l

1 ,5  mg / l

( 2 )  ) , *

act .  L20
49 ( t5 )  300
61(14 )  360
88( t l )  600

ac t .
13 ( t 4 )
79 (19 )

60
120
180

(1 )
(2 )
(3 )
ac t

produ i t  BDH
produ i t  MERCK
produ i t  PR0LABO

* :  membrane anotec
**  :  membrane pa ' l  I  b i  odyne I

* * *  :  membrane  m i l l i po re  HVLP
ac t i va t i on  de  l a  r éponse  du  b i ocap teu r
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Les ca ' l  cu ' l  s  e f  fectués pour  un pH de 6 .  5  du mi  I  i  eu c i  rcu l  ant  e t  une

concen t ra t i on  en  C l -  de  0 ,145  M  i nd iquen t  que  52% des  i ons  CuZ+  en  so1u t i on

se  t r ouven t  sous  f o rme  de  comp lexes  ch lo ru res :  p r i nc i pa ' l emen t  Cu (C l )+  e t

Cu(C1)2 ,  11% sous  fo rme  de  Cu(0H)+  e t  35% son t  sous  fo rme  de  ca t i ons

l i b res .  Une  augmen ta t i on  de  pH  même fa i b l e  en t ra l ne ra i t  l a  f o rma t i on  de

comp lexes  de  t ype  hyd roxydes  en  p ropo r t i on  p ' l us  impor tan te :  comp lexes  qu i

p résen ten t  une  t ox i c i t é  mo ind re  (RA I  e t  a l . .  1981 ) .  A ins i ,  pou r  une

augmen ta t i on  d ' une  un i t é  pH  (de  6 ,5  à  7 ,5 )  77% du  cu i v re  i n t r odu i t  en

so lu t i on  se  t r ouve  sous  f o rme  d ' hyd roxydes  (Cu (0H)+  e t  Cu (0H)2 ) ,  l es

comp lexes  ch lo ru res  ne  rep résen tan t  p lus  que  L49 . ,  du  cu i v re  to ta l .  Les

va ' l eu rs  des  cons tan tes  de  comp lexa t i on  u t i l i sées  pou r  ces  ca ' l cu l s  son t

p résen tées  annexe  V .

A f i n  de ' l im i t e r  l a  c réa t i on  de  ce  m ic ro -env i r onnemen t , ' l a  f r équence

des  pu l  sa t i  ons  
' l um i  

neuses  a  é té  ramenée  à  un  f  I  ash  
' l um i  

neux  de  1  m i  nu te

tou tes  
' l e s  

heu res .  La  compara i son  des  pou rcen tages  d ' i nh ib i t i on  ob tenus

pour  une  add i t i on  de  1 ,5  mg / l  de  Cu2+  à  ce t te  f réquence  e t  à  l a  f réquence

hab i t ue ' l  l e  ( LZ  f l ashs /heu re )  n ' a  pas  mon t ré  de  d i f f é rences  en  ce  qu i

conce rne  l a  r ap id i t é  de  réponse  du  cap teu r  ma lg ré ' l a  mod i f i ca t i on  des

pu l  sa t i  ons  
' l um i  

neuses .

Scenedesmus  subsp fca tus  a  é té  immob ' i l i sée  au  con tac t  d 'une  é lec t rode

de  pH a f i n  de  me t t re  en  év idence  une  éven tue ' l  l e  augmen ta t i on  de

I ' a l ca l  i n i t é  au  n i veau  de  l ' é l ec t r ode  l o r s  d ' une  exc i t a t i on  
' l um ineuse .  

Une

f  a  i  b ' l e  augmen ta t i  on  du  pH es t  no tée  l  o rsque  I  es  m i  c ro -o rgan ' i  smes  son t

i l ' l um inés  :  env ' i r on  0 ,2  un i t és  pH .  L ' éca r t  de  pH  mesu ré  n ' es t  pas  augmen té

lo r sque  l a  popu la t i on  a l ga le  immob i l i sée  es t  p l us  impo r tan te  (N .B .  :  ces

essa i s  on t  é té  r éa l i sés  avec  une  l um iè re  b ' l anche ) .

La  f a i b l e  va r i a t i on  obse rvée  ne  mod i f i e  que  t r ès  peu  l a  spéc ia t i on

du  mé ta l ,  e t  donc  sa  t ox i c i t é  su r  l es  m ic ro -o rgan i smes .  La  p ropo r t i on  de

comp lexes  hyd roxydes  passe ,  en  e f fe t ,  d ' une  va leu r  de  11% à  une  va ' l eu r  de

16%.

Des  essa is  on t  éga ' l emen t  é té  e f fec tués  en  p résence  d 'une  subs tance

tampon ,  l e  MOPS (ac ide  morpho l i no  3  p ropane  su l f on ique )  à  l a  concen t ra t i on

de  0 ,01  M.  Ce  composé  a  é té  cho is i  pa rce  qu ' i 1  ne  fo rme  pas  de  comp lexes

avec  l es  mé taux  (OVERNELL ,  1975 ) ,  e t  f i xe  l e  pH  du  m i l i eu  à  une  va leu r

p roche  de  5 .  Une  add i  t i  on  de  1  ,5  mg / l  de  Cu2+  dans  ces  cond i  t i  ons

expé r imen ta ' l es .  en t ra i ne  une  i nh ib i t i on  de  p roduc t i on  d ' oxygène
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T a b l e a u  X I I  :  S e n s i b i l j t é  d u  b i o c a p t e u r  p o u r  d i f f é r e n t s  p r o d u i t s  c h i m i q u e s

Tox ique  tes té
(o r i g i ne )

Chl orel I  a
vu lga r f s

IT .  T (m in )

Scenedesmus
subspf  ca tus

I% T (m i  n  )

Se I  enastrum
capr i  cornutum

I% T(m i  n  )

50  mg / l

1 ,00 mg/ ' l
cN-
(KCN)

1  ,33  mg /  l

33  mg / l
(2 )

0 30 43
50

15
30

0 30 42(t3)
46(É,4)

15
30

58(*2 )
70( i2 )

15
30

49 (11 )
55 (13 )

15
30

0 30

S.D .S .  5  mg / l
Q )

0 240 0 240

cr- HCH 5 mg/ I
( 3 )

0 720

L indane  2 ,5  ng l1
(1 )

0 720 0 720

1  mg / l
A l  d r i  ne

(4 )  5  mg / l

0 180

0 300

4-n i  t r ophéno1  10  mg / ' l
( 1 )

0 720 0 720

Tr i é thano l -  10  mg /1
am ine  (1 )

40 (15 )  30

0 ,  I  mg /  I
T r i é thy l am ine

(1 )  1  mg / l

14(14)  15
33( ta )  30
50( t6 )  60

100  15

( 1 )  :  P rodu i t s  MERCK
(2 )  :  P rodu i t s  PR0LABO

(3 )  :  P rodu i t  FLUKA
(4 )  :  P rodu i t  0S I
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De man i  è re  i  den t i  que  ôux  i  ons  cyanures  ,  I  es  add i  t i  ons  de

t r i  é thano l  am i  ne  e t  t r i  é thy l  am i  ne  mod i  f i  en t  
' l  
e  pH  du  m i  1  i  eu  c i  r cu l  an t  de

man iè re  impo r tan te .

La  t r i é t hano lam ine  à  une  concen t ra t i on  de  10  mg / l  f a i t  passe r  1e  pH

d 'une  va ' l eu r  de  6 ,5  à  10 ,5  env i r on .  L ' i nh ib i t i on  du  cou ran t  mesu ré  es t

éga ' l e  à  40% ap rès  30  m inu tes  de  temps  de  con tac t .  S i ,  ap rès  ce t te

expos i t i on .  1e  pH  es t  r éa ius té  à  sa  va ' l eu r  i n i t i a l e  de  6 .5 ,  on  cons ta te  que

l ' é l ec t rode  répond  aux  s t imu l i  l um ineux  avec  une  amp l i t ude  p ra t i quemen t

i den t i que  à  ce ' l l e  mesu rée  avan t  i n t ox i ca t i on .

La  t r i  é thy l  am i  ne  i  nh i  be  t rès  fo r temen t  I  a  p roduc t i  on  d 'oxygène

pho tosyn thé t i que .  ;  l e  pH  augmen te  auss i  j usqu 'à  une  va ' l eu r  de  10 ,9 .  S i ,

ap rès  t  heu re  de  t emps  de  con tac t , ' l e  pH  es t  co r r i gé  à  sa  va leu r  i n ' i t i a l e

on  ne  cons ta te  pas  de  recouv remen t  de  l a  réponse  même pour  une  add i t i on  de

0 ,1  mg / l  con t ra i r emen t  à  l a  t r i é t hano lam ine .

La  p résence  des  i nsec t i c i des  a l d r i ne  e t ' l i ndane  n ' a  pu  ê t re  dé tec tée

aux  concen t ra t i ons  t es tées .

5 .2 .2  App l  i ca t i on  des  b i oé lec t rodes  à  des  e f f l uen t s  i ndus t r i e l s

Ap rès  ces  essa i s  de  sens ib i l i t é  su r  subs tances  pu res .  une  sé r i e

d ' e f f l uen t s  a  é té  cho i s i e  pou r  s imu ' l e r  I ' app l i cab i l i t é  de  ce  cap teu r  en

tan t  que  sys tème  d ' a ' l e r t e  en  m i  I  i eu  i ndus t r i e l .  Les  expé r i ences  on t  é té

réa l i sées  avec  deux  b ioca ta l yseu rs  d i f f é ren ts  :  Scenedesmus  subsp fca tus  e t

Ch lo re l l a  vu lga r f s .

5 .2 .2 .1  Réac t i f  b i o l oq ioue  Scenedesmus  subso f ca tus

Ce  b i  ocap teu r  à  oxygène  a  é té  app l  i  qué  à  des  e f f l  uen ts  d 'o r i  g i  ne

i  ndus t r i  e l  I  e ,  p r i  nc i  pa l  emen t  des  us i  nes  de  f ab r i  ca t i  on  de  p rodu i  t s

ch im iques  :  e f f l uen t s  A .  B ,  C .  D  ( t ab leau  X I I I ) .  Ceux -c i  on t  sub ' i  un

t ra i t emen t  de  dépo ' l  l u t i on  e t  son t  p ré levés  avan t  re je t  dans

I ' env i r onnemen t .  Nous  avons  comp lé té  ces  expé r i ences  pa r  2  au t res

e f f l uen t s ,  1 ' un  p rovenan t  d ' un  comp lexe  i ndus t r i e ' l  r e t r a i t an t  l es  r e j e t s

r i ches  en  hyd roca rbu res  (e f f l uen t  E ) , ' l e  second  co r respondan t  à  des  rés i dus

de  cuves  (e f f l uen t  F ) .
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Tab ' l eau  X I I I  :  Ac t i v i t é  des  cen t res  i ndus t r i e l s  à  I ' o r i g i ne  des  e f f ' l uen t s

E f  f  
' l uen t  

A
Fab r i ca t i on  de  co lo ran t s  o rgan iques ,  de
comp lexes  de  ch rome  I I I  e t  d ' ac i de  o rgan ique
dans  f  i sop ropano l .

E f f l  uen t  B
N i t r a t i on  des  dé r i vés  ch ' l o roa roma t i ques ,
f rac t i  onnemen t ,  f ab r i  ca t i  on  de  n i  t r an i  I  i  nes
e t  de  d i phény1é the rs ,  syn thèse  de  p rodu i t s
o rgan i  ques  d ' i ve r s .

E f f l  uen t  C
Fab r i ca t i on  de  rés i nes  échangeuses  d ' i ons ,
d ' add i t i f s  pou r  hu i l e  de  mo teu r ,  de  f ong i -
c i des ,  de  mod i f i an t s  P .V .C . ,  d ' ému ' l s i ons ,
de  monomères  de  su l fa te  de  manganèse .

E f f l  uen t  D
Fab r i ca t i on  d ' i n t e rméd ia i  r es  pou r  t ex t i  1es
syn thé t i ques  e t  de  p rodu i t s  ch im iques  i ndus -
t r i e ' l s  ( ac i de  oxa l i que  e t  cyanu re  de  sod ium)

E f f l  uen t  E*
Re t ra i t emen t  de  re je t s  r i ches  en  hyd roca rbu res
e t  hu i ' l e  de  coupe .

E f f l  uen t  F
P rodu i t s  ayan t  se rv i  au  t r a i t emen t  des  bo i s ,
p résence  de  phéno l  s ,  d ' hyd roca rbu res  po ' l y -
cyc l i ques  e t  a roma t i ques  ; 4  échan t i l l ons  t es -
t és  co r respondan t  à  4  po in t s  de  p ré l èvemen t .

*  '  E f f l uen t  p ré l evé  avan t  s t a t i on  de  t r a i t emen t

Les  cou rbes  d ' i nh ib i t i on  de  I ' ac t i v i t é  pho tosyn thé t i que  ob tenues

pou r  ces  d i f f é ren t s  e f f l uen t s  a i ns i  que  l eu rs  ca rac té r i s t i ques  phys ' i co -

ch im iques  son t  p résen tées  annexe  V I .

Des  concen t ra t i ons  de  2 ,5 ,  10 ,  20  e t  25% de  I ' e f f l uen t  A  on t  é té

tes tées .  Seu les  des  t eneu rs  de  20  e t  25% on t  en t ra l né  une  i nh ib i t i on  de  l a

p roduc t i on  d 'oxygène  chez  Scenedesmus  subsp fca tus  (C f  f i gu re  A  1 ) .

L ' add i t i on  de  l ' e f f  l uen t  augmen te ,  en  p rem ' i e r  l i eu ,  1 ' amp ' l i t ude  du  cou ran t

mesu ré .  Ce t t e  exc i t a t i on  se  pou rsu i t  du ran t  env i r on  t  heu re  3 /4  pu ' i s  l e

cou ran t  p rodu i t  pa r  l a  r éduc t i on  de  1 ' oxygène  d im inue  t r ès  rap idemen t .

Ap rès  4  heu res  de  temps  de  con tac t  l a  réponse  es t  rédu i te  de  80% de  sa

va leu r  i n i t i a l e  pou r  une  add i t i on  de  25% de  l ' e f f l uen t  A .

L 'e f f l  uen t  B  s 'es t  révé l  é  mo i  ns  tox i  que pour  Scenedesmus

subsp ica tus .  Les  essa is  réa l i sés  avec  des  teneurs  de  2 ,5 ,  1 .0 ,  20% dans  le

mi l i eu  c i r cu lan t  n 'on t  m is  en  év idence  aucune  tox ic i té .
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La  f i gu re  A  2  résume 
' l ' ac t i on  

de  d i f f é ren tes  concen t ra t i ons  de

I ' e f f l uen t  C  su r  des  b i oé lec t rodes  p répa rées  avec  Scenedesmus .  L ' i nh ib i t i on

de  l a  réponse  pho tosyn thé t i que  es t  supé r ieu re  à  50% pour  une  teneur  de  10%

d 'e f  f  I  uen t  dans  
' l  
e  m i  

' l  
i  eu  c i  r cu l  an t .

Ce t  e f f l uen t ,  de  pa r  son  pH  é levé  (C f  annexe  V I ) ,  mod i f i e  l e  pH  de

la  so ' l u t i on  c i r cu lan te .  Ce lu i - c i ,  ap rès  add i t i on  de  l ' é chan t i l l on ,  passe

d 'une  va ' l eu r  6 ,5  à  une  va l  eu r  de  8 ,2 .  Nous  avons  donc  réa l  i  sé  I  ' e xpé r ' i ence

co r respondan t  à  une  add i t i on  de  10% d 'e f f l uen t  à  ces  2  pH  (C f  f i gu re  A  3 ) .

Les  résu ' l t a t s  ob tenus  son t  s ' im i l a i r es  e t  i nd iquen t  que  l a  mod i f i ca t i on  de

pH  n ' i n f l ue  en  aucun  cas  su r  1a  réponse  de  l a  b i oé lec t rode .

Nous  n ' avons  dé tec té  aucune  t ox i c i t é  de  l ' e f f l uen t  D  même dans  l e

cas  ou  I  e  b i  ocap teu r  é ta ' i t  p l  acé  dans  
' l  ' e f f  I  uen t  pu r .

Des  concen t ra t i  ons  de  10  e t  20% de  I  ' e f f l  uen t  E  ne  se  son t  pas

révé lées  t ox i ques  su r  no t re  sys tème .  Ces  t eneu rs ,  au  con t ra i r e ,  en t ra l nen t

une  augmen ta t i on  du  cou ran t  mesu ré .  Nous  avons  donc  su i v i  l ' i nh i b i t i on  de

réponse  pho tosyn thé t i que  pou r ' l ' e f f l uen t  pu r  ou  d i l ué  de  mo i t i é .  Du  NaC l  à

l a  concen t ra t i on  de  0 ,85% a  é té  a j ou té  pou r  assu re r  
' l a  

conduc t i v i t é

é l  ec t r i  que  en t re  I  ' anode  e t  I  a  ca thode .

La  d im inu t i on  du  cou ran t  mesu ré  es t  a l o r s  t r ès  rap ide  pou r  l es  2

essa i s  e f f ec tués  ( f i gu re  A  4 (a )  e t  ( b ) ) .

L ' e f f ' l uen t  F  a  é té  p ré l evé  en  4  s i t es  d i f f é ren t s .  La  répa r t ' i t i on

en t re  phases  aqueuse ,  o rgan iques  e t  so l  i de  es t  mod i f i ée  se lon  l es

échan t i l l ons .  L ' e f f l uen t  se  décompose  de  l a  man iè re  su i van te :

une  phase  o rgan ique  (1 )  en  su r f ace ,

une  phase  aqueuse  p rédom' i  nan te .

une  phase  o rgan ique  (2 )  au  f ond  du  réc i p i en t .

Pou r  l es  échan t i ' l l ons  F  1  e t  F  4  l a  phase  o rgan ique  (2 )  es t  mé langée

à  des  pa r t i cu l es  so l i des .  Les  échan t i ' l l ons  peuven t  ê t r e  c l assés  en  o rd re

déc ro i ssan t  se1on  1a  p ropo r t i on  de  phase  o rgan ique  :

F1 ->F4 ->F3 ->F2 .
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Pou r  ces  essa i s  avec  e f f ' l uen t  homogéné i sé ,  des  concen t ra t i ons  de  2 ,

5 ,  10  e t  20% on t  é té  tes tées  (C f  f i gu res  A  5  e t  A  6 ) .  Les  résu l ta t s  des

essa i s  i nd iquen t  que  l ' é chan t i ' l l on  es t  d ' au tan t  p l us  t ox i que  que  l a

p ropo r t i on  de  phase  o rgan ' i que  qu ' i l  r en fe rme  es t  é l evée .  I l  semb le ra i t  donc

que  ce t t e  de rn iè re  so i t  r esponsab le  de  l a  t ox i c ' i t é  du  mé lange .  En  e f f e t ,  I%

de  l a  phase  o rgan ique  de  l ' e f f l uen t  F l  i nh i be  60% de  l a  r éponse

photosynthét ique de Scenedesmus subspfcatus après 30 minutes de temps de

con tac t .  Ce t t e  i nh ib i t i on  n ' es t  que  de  20?6  pou r  l ' e f f l uen t  t o ta l  à  une

teneur  de  10% du ran t  l e  même temps .

Ces  résu l t a t s  conce rnan t  l es  e f f ' l uen t s  i ndus t r i e l s  on t  é té  comparés

à  ceux  ob tenus  avec  I  e  t es t  M i  c ro tox .  mesuran t  I  a  d im i  nu t i  on  de  I  a

b io lum inescence  d '  une  bac té r i e  mar i  ne  Pho tobac te r i  um phosphoreum.

Le  t ab leau  X IV  récap i t u l e ' l es  r ésu l t a t s  ob tenus  pou r  ces  d i f f é ren t s

e f f l  uen ts  avec  1  es  b i  oé l  ec t rodes  a l  ga l  es  e t  I  e  t es t  M i  c ro tox .

D 'une  man ' i è re  géné ra1e ,  l e  t es t  M i c ro tox  s ' es t  r évé lé  p ' l us  sens ib l e

à  
' l a  

t ox i  c i  t é  de  ces  échan t , i ' l  I  ons

L 'e f f ' l uen t  A ,  qu i  i ndu i sa i t  en  p rem ie r  l i eu  une  exc i t a t i on  de  l a

réponse  des  a l gues  un i ce l ' l u ' l a i r es ,  es t  t r ès  t ox ' i que  pou r  Pho tobac te r i um

phosphoreum.

L 'e f f l  uen t  C ,  pou r  sa  pa r t ,  p résen te  une  tox i  c i  t é  é l  evée  que l  que

so i  t  
' l  
e  sys tème de  dé tec t i  on  env i  sagé  ;  seu l  

' l  
e  t emps  nécessa  i  r e  à

I ' exp ress ion  de  l a  t ox i c i t é  es t  mod i f i é .

L ' e f f ' l uen t  D  ne  p résen te  aucun  ca rac tè re  t ox i que  n i  pou r  l e  t es t

M i  c ro tox ,  n i  pou r  1  es  b i  oé l  ec t rodes  a l  ga1  es .

Le  c l assemen t  des  échan t i l l ons  F ,  se lon  l eu r  t ox j c i t é ,  es t  i den t i que

pou r  1es  2  sys tèmes  t es tés .

Les  b i oé ' l ec t r odes  a ' l ga1es ,  mo ins  sens ib l es  que  l e  M i c ro tox ,  on t

néanmo ins  pe rm is  l a  dé tec t i on  du  ca rac tè re  t ox i que  des  re j e t s  d ' us i nes

tes tés .

I  I  conv i  en t  de  rep réc i  se r  que  ces  e f f l  uen ts  son t  p ré l  evés  ap rès

s ta t i on  f i na le  de  t r a i t emen t  donc  dans  des  cond i t i ons  s im i l a i r es  à  ce l l es

p révues  pou r  I ' u t i l i sa t i on  de  no t re  cap teu r .  Ce lu i - c i  s ' adap te ra i t  donc

b ien  à  
' l a  

m i  se  en  p l  ace  de  sys tèmes  d 'a ' l e r te  pou r  ' l u t t e r  
e f f  i  cacemen t

con t re ' l es  r i sques  d ' acc iden t s  l i é s  à  ce  t ype  de  po ' l l u t i ons .
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5 .2 .2 .2  Réac t i f  b i o l oq ique  Ch lo re l  l a  vu lqa r i s

Dans  l e  cad re  de  ces  essa i s  app f i qués  à  des  e f f l uen t s  i ndus t r i e l s ,

des  b ioé ' l ec t rodes ,  compor tan t  comme membrane  ac t i ve  Ch lo re t ta  vu lga r i s

immob i l i sée  su r  membrane  pa l l b ' i odyne  B ,  on t  é té  t es tées  su r  des  e f f l uen t s

d ' une  us ine  de  f ab r i ca t i on  de  mo teu rs .  Ces  essa i s  on t  é té  r éa l i sés  su r ' l es

re j e t s  de  ce t t e  us i ne  avan t  e t  ap rès  l a  s t a t i on  f i na le  de  t r a i t emen t ,  a i ns i

que  su r  des  hu i l es  de  coupe  p rovenan t  de  l a  chaTne  de  f ab r i ca t i on .  T ro i s

composés  d i f f é ren ts  on t  é té  tes tés  (noms  commerc iaux )  :

J i dac  202  ( ve r t ) ,

HC  12  (b run  f oncé ) ,

B iopex  2508  (o range ) .

Les  hu i l es  f ou rn ies  son t  des  d i l u t i ons  de  p rodu i t s  pu rs .  La  seu le

i n fo rma t i on  en  no t re  possess ion  conce rnan t  l eu r  compos i t i on  es t  l a  p résence

impo r tan te  de  bac té r i  c i  des .

Les  résu l t a t s  ob tenus  avec  l es  hu i l es  de  coupe  son t  r ésumés  f i gu re

27  .  Les  composés  J i  dac  202  e t  B i  opex  2508  son t  t o ta l  emen t  so l  ub l  es  aux

concen t ra t i ons  t es tées .  En  revanche ,  l a  sépa ra t i on  phase  aqueuse  e t  phase

o rgan ique  es t  b i en  marquée  pou r  1e  composé  HC 12 .

Ces  3  hu i  I  es ,  même  aux  f a i  b l  es  concen t ra t i  ons ,  en t ra l  nen t  une

b rusque  augmen ta t i on  de  pH  de  l a  so lu t i on  c i r cu lan te ,  qu i  passe  de  6  à  9 .

Aux  p l us  f o r t es  t eneu rs  Q ,5% e t  5%) ,  ces  hu i l es  mod i f  i en t  éga lemen t  l a

cou l  eu r  du  m i  I  i  eu  c i  r cu ' l an t .

Ces  3  p rodu i t s ,  t es tés  à  des  concen t ra t i ons  de  5%,  2 ,5%,  1% e t  0 ,5%,

p résen ten t  une  t ox i c i t é  é l evée  ;  une  add i t i on  de  5% va ,  en  e f f e t ,  i nh i be r

en  t o ta ' f i t é  I ' a c t i v i t é  pho tosyn thé t i que  de  Ch lo re l l a  vu lga r i s  ap rès  30  ou

60  m inu tes  de  temps  de  con tac t  ( f i gu re  27 ) .

L ' ac t i on  de  ces  hu i l es  es t  i r r éve rs i b l e .  S i  l ' é ' l e c t r ode  i n tox i quée

es t  r ep lacée  dans  un  m i l i eu  p rop re ,  i l  n ' y  a  pas  recouv remen t  de  l ' a c t i v i t é

pho tosyn thé t i que ;  phénomène  qu i  ava i t  é té  obse rvé  pou r  des  t ox i ques  de

t ype  he rb i c i des  (u rées  subs t i t uées .  acy lan i ' l i des  e t  t r i az i nes ) .

Les  b i  oé l  ec t rodes  se  révè l  en t  donc  un  ou t i  I

dé tec t i on  des  p rodu i t s  de  ce  t ype .

sens i  b ' l e  pou r  I  a
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F iqu re  27  :  Tox i c i t é  des  d i f f é ren tes  hu i ' l es  de  coupe  tes tées
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Les  résu l t a t s  r e l a t i f s  aux  e f f l uen t s  d ' en t rée  e t  de  so r t i e  de

s ta t i on ,  pou r  2  p ré ' l èvemen ts  A  e t  B  son t  rep résen tés  f i gu re  28  ( ce t te

s ta t i on  e f f ec tue  un iQuemen t  un  t r a i t emen t  phys i co -ch im ique ) .

Aucune  tox i c i t é  n 'a  é té  obse rvée  pou r  l es  e f f l uen ts  en t rée  e t  so r t i e

de  s ta t i  on  de  I  ' échan t i  I  I  on  A

Pou r  I ' en t rée  de  s ta t i on  du  p ré l èvemen t  B ,  l a  d im inu t i on  de  réponse

es t  supé r i eu re  à  ce l ' l e  du  t émo in  (13 ,5%) .  L ' e f f l uen t  de  so r t i e ,  pou r  sa

par t ,  en t ra lne  une  d im ' i nu t i on  de  réponse  supér ieu re  à  25? l  pa r  rappor t  au

témoi n .

Ces  résu l t a t s  peuven t  ê t r e  co r ré l és  avec  l es  t eneu rs  d ' hyd roca rbu res

des  échan t i l l ons  A  e t  B  (C f  t ab leau  XV) .  Ce  t ab leau  rep rend  l es

concen t ra t i ons  d ' hyd roca rbu res  dé te rm inées  pa r  g rav imé t r i e  ap rès  ex t rac t i on

à  l ' hexane  :  no rme  T  90 -202  (AFN0R L979a)  e t  dé te rm inées  pa r

spec t ropho tomét r i e  ap rès  ex t rac t i on  au  té t rach lo ru re  de  ca rbone  :  no rme  T

90 -203  (AFNOR I979b )  a i ns i  que  l es  va leu rs  de  pH  de  ces  e f f l uen t s .

Tab leau  XV  :  Tox i c i t é  des  e f f l uen t s  de  s ta t i on  A  e t  B  su r  l es  b i oé lec t rodes

a lga les  e t  Pho tobac te r i um phosphoreum ;  t eneurs  en  hyd roca rbu res  de  ces

ef  f  
' l  
uents  .

Echa  n t  .
Concen t ra t i  on
hyd roca  rbu res

T 90-202

Concen t ra t i  on
hyd roca rbu res

T  90 -203
pH

Mi  c ro tox
cr  50
15  m in

Cap teu r
I%  ap rès
60  m in

en t rée  A l I2  ngl1 97  n9 /1 7 .5 3%

sor t ' i e  A 47  ng /1 41  mg /1 7,0 2%

ent rée  B 682 ngll 643  mg / l 7 ,5 457" 13 ,5%

sor t i  e  B 3364  mg /1 3286  mg /1 7 ,L 80% 27%

Les  va l  eu rs  de  I  ' é chan t i  I  I  on  B  son t  beaucoup  t r op  é l  evées  e t

dépassen t  l a rgemen t  l es  no rmes  de  re j e t  t o ' l é rés .  I l  es t  é tonnan t  de  vo i r

que  1 ' on  a  un  e f f l uen t  p l us  cha rgé  à  l a  so r t i e  qu ' à  I ' en t rée  de  l a  s t a t i on .

La  concen t ra t ' i on  es t  mu l t i p l  i ée  pa r  un  f ac teu r  4 ,5 .
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Nous  avons  réa l i sé  des  essa is  comp lémen ta i res  su r  l es  e f f l uen ts  du

p ré ' l èvemen t  B  ( l es  seu ls  p résen tan t  des  va leu rs  é levée3  d 'hyd roca rbu res )  à

l ' a i de  du  t es t  H i c ro tox .  Des  t eneu rs  de  90% en  e f f l uen t  pou r  I ' en t rée  e t  l a

so r t i e  de  s ta t i on  on t  donné  des  va leu rs  d ' i nh ib i t i on  respec t i vemen t  de  45%

e t  80% ap rès  15  m inu tes  ( t ab ' l eau  XV) .  Le  t es t  M i c ro tox  s ' es t  r évé lé  p l us

sens ib l e  que  l es  b i oé ' l ec t r odes .  Ce t t e  d i f f é rence  peu t  s ' exp l i gue r  pa r  l a

p résence  éven tue l l e  de  p rodu i t s  bac té r i c i des  dans  l es  re je t s .  Ces  p rodu i t s

son t  cou ramment  u t i l i sés  pou r  l a  conse rva t i on  des  hu i ' l es  de  coupe  e t

ag i ssen t  p ' l us  spéc i f i quemen t  su r  l es  espèces  bac té r i ennes .
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5 .3  Aop l i ca t i ons  à  un  env i r onnemen t  ma r i n

Ce  b iocap teu r  à  oxygène  a  é té  déve loppé  avec  des  espèces  a lga les

marines comme bioeatalyæur.

L ' appa re i l l age  u t i l i sé  a i ns i  que  l a  t echn ique  d ' immob i l i sa t i on  du

maté r i  e ' l  b i  o ' l og i  que  son t  i  den t i  ques  .  Seu l  e  
' l a  

t eneur  en  ch l  o ru re  de  sod i  um

(é lec t ro ' l y t e ) .  a j ou té  dans  
' l e  

m i ' l i eu  c i r cu lan t ,  es t  augmen tée  de  f açon  à

ob ten i r  une  concen t ra t i on  de  29  g l 1 :  va l eu r  p roche  de  ce l l e  de  I ' eau  de

mer .

Pour  
' l es  

expé r iences  réa ' l i sées  avec  l a  d ia tomée  mar ine  Ske le tonema

cos ta tun ,  I ' i nh i b i t i on  de  réponse  pho tosyn thé t i que  es t  t r ès  rap ide  e t  ne

pe rme t  donc  pas  son  u t i l i sa t i on  en  t an t  que  b i oca ta l yseu r .

La  d im inu t i on  de  réponse  pho tosyn thé t i que  es t  mo ins  marquée  avec

Phaeodac t y l um t r i co rnu tun .  Ma i s  ap rès  I  heu res  d ' u t i l i sa t i on  en  con t i nu  l a

p roduc t i on  d 'oxygène  consécu t i ve  à  des  s t imu l  i  
' l um ineux  

es t  nu ' l ' l e .

Chez  ces  d i  a tomées  
' l a  

ch l  o rophy l  1e  n 'es t  pas  ' l e  p i  gmen t

pho tosyn thé t ' i que  ma jo r i t a i r e  ;  l a  l ongueu r  d ' onde  de  l a  d i ode ,  p l us

spéc i f i que  des  ch lo rophycées ,  pou r ra i t  ne  pas  ê t re  op t ima le  pou r  exc i t e r

ces  espèces  a1ga1es .  Une  i n tens ' i t é  l um ineuse  de  L25  m i l ' l i cande l l as  peu t

éga lemen t  s ' avé re r  i nadap tée  pou r  ces  d i a tomées .

Les  résu l  t a t s  I  es  p1  us  i  n té ressan ts  conce rnan t  I  a  I  ongév i  t é  du

b ' i ocap teu r  on t  é té  ob tenus  avec  Duna l i e l l a  b i ocu la ta  ( ch lo rophycée ) .

Le  t ab leau  XV I  r ep rend  l es  va leu rs  d ' i nh ib i t i on  d ' ac t i v i t é

pho tosyn thé t i  que  pou r  des  add i  t i  ons  d ' i  sop ro tu ron ,  a t r az i  ne  e t  cu i  v re .



Tab leau  XV I  :  Tox i c i t é  de  f  i sop ro tu ron ,  de
a lgues  mar i nes  :  éva ' l ua t i on  du  pou rcen tage
temps  d ' expos i t i on

' l  ' a t r az i ne  e t  du
d '  i  nh i  b i  t i  on  ap rès

109

cu i v re  su r  des
d i  f f é ren ts

Tox ique  tes té
(o r i g i ne )

Duna l i e l l a
b i  ocu l  a ta

f t  T (m in )

Phaeodactyl um
tr i  cornutun

f f i  T (m in )

0 ,1  mg / l  ( a )

0 ,1  ms / )  ( b )

I  ng l l  ( a )
I  s  op rotu ron

(1 )
I  mg / l  ( b )

2  ng l l  ( a )

0 60

0 60

30 ( t2 )
30 ( t3 )

15
30

6 ( t1 )  30

54 (13 )
54 (14 )

15
30

A t raz ine  0 ,2  ng l l  ( a )
(2 )

48(t2)
50 ( t 3 )

15
30

cu(N03" 'ut l61r 
en cu2+

(3 )

21( t5 )  120
48(r10) 240
57( t10)  300

(1 )
(2 )
(3 )
(a )
( b )

May and  Baker  L td
R iede l  de  Haen
BDH
membrane  ano tec
membrane  d ' acé ta te  de  ce l  I  u l  ose

L ' i nh ib j t i on  de  l ' a c t i v i t é  pho tosyn thé t i que  chez  Duna l i e l l a  es t  peu

marquée  pou r  une  add i t i on  de  L  ng /  I  d ' i sop ro tu ron .  Ces  résu l t a t s  son t  en

acco rd  avec  l . lR IGHT (1978)  qu i  rappor te  que  Duna l fe l l a  t e r t i o lec ta  cons t ' i t ue

I ' espèce  l a  mo ins  sens ib l e  aux  he rb i c i des  appa r tenan t  au  g roupe  des  u rées

5  U L ' 5  L  I  L r / Ë t r 5  .

Les  essa i s ,  r éa l i sés  pou r  2  t ypes  de  membranes  d i f f é ren t s ,  mon t ren t

que  des  é l ec t rodes  p répa rées  avec  des  membranes  d ' acé ta te  de  ce l l u l ose  son t

mo ins  sens ib l es  à  
' l ' i sop ro tu ron  

e t  con f i rmen t  donc  l es  r ésu l t a t s  ob tenus

p récédemmen t  (C f  pa rag raphe  5 .  1 .2 .1 ) .

Comme dans ' l e  cas  des  espèces  a l ga les  du ' l caqu i co ' l es , ' l a  dé tec t i on  du

cu iv re  s ' e f fec tue  t rès  l en temen t .
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CONSERVATION DES ALGTIES A LONG TERME
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- Congélation

- Conservation à 4"C
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Un b i  ocap teu r  do i  t  f a i  r e  p reuve  de  rap i  d i  t é ,  sens j  b i  I  i  t é .  d '  une

longév i t é  su f f i san te  e t  f ou rn i r  des  résu l t a t s  r ep roduc t i b l es .  Dans  l e  cad re

d 'une  u t i l i sa t i on  en  rou t i ne  i n  s f t u ,  l e  sys tème  m is  en  p l ace  do i t  ê t r e

s imp le  e t  nécess i t e r  des  i n te r ven t i ons  de  ma in tenance  l es  mo ins  f r équen tes

poss i  b ' l es .

I l  appa ra l t  donc  impo r tan t  de  posséde r  un  b i oca ta l yseu r  r épondan t  à

ces  a t t en tes  de  sens ib i ' l i t é ,  l ongév i t é  e t  r ep roduc t i b i l i t é  e t  qu i  so i t

d i spon ib l e  sous  une  f o rme  pe rme t tan t  un  s tockage ;  é l im inan t  a i ns i  l a

p répa ra t i on  ex temporané  des  é l ec t rodes  a l ga les .

Qua t re  t ypes  d i f f é ren t s  de  conse rva t j on  des  m ic ro -a l gues  (Ch lo re l l a

vu lga r i s  e t  Scenedesmus  subsp fca tus )  à  l ong  te rme  on t  é té  é tud iés  :

I  a  l yoph ' i l ' i sa t i  on ,  - 1

1a  c r ycongé ' l a t i on  à  -g0oC ,  
I

1a  congé ' l a t i on  à  -20oC ,  )

l a  conse rva t i on  à  4oC .

avec  e t  sans

c ryop rote c te u r  s

*  La  l yoph i l  i sa t i on  es t  une  t echn ique  cons i s tan t  à  é l  im ine r  pa r

sub l ima t i on  d i r ec te  l ' eau  de  cons t i t u t i on  d ' une  so lu t i on  p réa lab ' l emen t

conge lée  (D0USSET,  1969 ) .

Pou r  éva lue r  ce t t e  t echn ique  de  conse rva t i on ,  nous  avons  réa l i sé  des

expé r i ences  p ré l im ina i r es  en  p répa ran t  des  é l ec t rodes  ( sans  membrane  de

de  I  a  cu ' l t u re  a  é té  cen t r i  f  ugée  pu i  s  rem ' i se  en  suspens i  on  dans  une  so l  u t ' i on

d 'aga r  nu t r i t i f  à  2 ,5% ( rappo r t  po ids / vo lume)  à  5% en  i nos i t o ' 1 .  Ce  m i l i eu

de  d i l u t i on  j oue  l e  r ô l e  de  c r yop ro tec teu r .  Les  é l ec t rodes  son t  p répa rées

comme habi  tue l  I  ement .  Oeux suppor ts  d i  f férents  de f i  xat , i  on ont  é té

u t i l i sés  :  l es  membranes  ano tec  e t  pa l l b i odyne  B .

Ces  é lec t rodes  son t  ensu i te  p lacées  dans  des  tubes  p las t i ques  de  20

rn l .  Ceux -c i  son t  p longês  dans  un  mé lange  é thy lène -g l yco ' l  à  -40 "C  sans

con t rô l e  de  l a  d im inu t i on  de  t empéra tu re  pu i s  dans  l e  dess i cca teu r  pendan t

une  nu i  t .
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Nous  n 'avons  ob tenu ,  pou r  ces  é l  ec t rodes  ,  aucune  réponse  à  une

exc i t a t i on  l um ineuse  (pou r  l es  2  membranes  suppo r t s  de  f i xa t i on ) ,  ce  qu i

i nd ' i que  une  a l t é ra t i on  i r r éve rs i b l e  des  ce l l u1es .  Ce t t e  mé thode  n ' appa ra î t

donc  pas  app rop r i ée  pou r ' l a  r éa ' l i sa t i on  de  no t re  sys tème .

*  Nous  avons  éga lemen t  po r té

c ryocongé la t i on .  Comme dans  l e  cas

é ' l ec t rodes  p rê tes  à  1  ' emp l  o i  .  T ro i  s

cu l  t u res  :

no t re  a t t en t i on  su r  l a  t echn ique  de

précédent  nous avons cryoconge' l  é  des

essa i s  on t  é té  e f f ec tués  à  pa r t i r  de

non  add i t i onnées  de  c ryop ro tec teu r  ap rès  cen t r i f uga t i on  de

1a  suspens ion  a ' l ga1e  (1 ) .

add i t i onnées  de  c ryop ro tec teu rs  :

.  g1  ucose  à  5% (  po ' i ds / vo1  ume )  (2 )  ,

.  aga r  nu t r i t i f  +  i nos i t o l  ( 3 )  ( u t i l i sés  dans  l es  mêmes

p ropo r t i ons  que  pou r  l a  l yoph i l i sa t i on ) .

L ' amp1  i t ude  des  réponses  ob tenues  es t  f a i b l e  e t  d im inue  t r ès

rap idemen t  en  f onc t i on  du  t emps  de  conse rva t i on .  A ins i  l es  é l ec t rodes  (3 )

(aga r  nu t r i t i f  +  i nos i t o l ) ,  ap rès  12  heu res  à  -80oC ,  donnen t  une  réponse  de

0 ,5  UA  s tab le  pendan t  au  m in imum 6  heu res .  Ap rès  6  j ou rs  de  conse rva t i on  à

ce t te  tempéra tu re ,  ces  é l  ec t rodes  ne  réponden t  p1  us  à  une  s t i  mu l  a t i  on

I  um i  neuse  .

De  même,  des  é l ec t rodes  don t  l e  cu lo t  a l ga l  es t  r em is  en  suspens ion

dans  l e  m i l j eu  LC  seu l  on t  une  amp l i t ude  de  réponse  de  0 ,25  pA  ap rès  6

j ou rs  à  - 80oC .  Ce l l e - c i  dev ien t  i nex i s tan te  ap rès  40  j ou rs  de  conse rva t i on .

Seu l  l ' e ssa i  2  ( g ' l ucose  à  5%)  a  pe rm is  d ' ob ten i r  une  réponse  t r ès

f a i b l e  à  d e s  f ' l a s h s  l u m i n e u x  ( 0 , 1 5  t t A )  p o u r  d e s  é l e c t r o d p s  m a i n t e n t ' e s  à  -

80oC pendan t  40  j ou rs .

I l  appa ra l t  donc  qu 'aucun  des  p ro toco ' l es  env i sagés  ne  pu ' i s se  ê t re

re tenu  comme mode  de  conse rva t i on .

* Des électrodes ont été congelées à une température

f rac t ion  a lga le  a  é té  remise  en  suspens ion  dans  le  m i l i eu  LC

non de  g ' lucose à  5%.

Ces  é l  ec t rodes ,  u t i  I  i  sées  après  3  mo i  s  à  -20oC,  n 'on t

réponse à  une exc i ta t ion  lumineuse.

de  -20oC  ;  l a

add i t i onné  ou

donné  aucune
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*  Les  résu l  t a t s  
' l es  p l  us  p roban t , s  on t  é té  ob tenus  avec  un

b ioca ta l yseu r  conse rvé  à  4oC.  Deux  p rocédés  d i f f é ren ts  on t  é té  env i sagés  :

l es  é lec t rodes  p rê tes  à  l ' emp lo i  son t  conse rvées  à  4oC dans  du

mi  
' l  

i  eu nutr i  t i  f  ,

l e s  é l ec t rodes  son t  p répa rées  j us te  avan t  l eu r  u t i l i sa t i on  à

I ' a i de  de  cu ' l t u res  a l ga les  I  i qu i des  conse rvées  à  4oC .

6 .1  E lec t rodes  p rê tes  à  I ' emp ' l o i

Nous  avons  pu  t es te r  l a  sens ib i l i t é  des  é l ec t rodes  ap rès  une

conse rva t i on  d ' une  du rée  de  3  mo i s  en  chambre  f r o i de .  L ' appo r t  de  l um ' i è re

es t  re l  a t i  vemen t  f a i  b l  e  (8  à  12  I  ux )  .  Ces  é l  ec t rodes  son t  p répa rées  en

u t i l i san t  Ch lo re l l a  vu lga r i s  comme na té r i e l  b i o l og ique  (E tan t  donné  l e

nombre  impo r tan t  d ' é l ec t rodes  p répa rées .  l es  é l ec t rodes  de  g raph i t e  n ' on t

pas  é té  p ro tégées  pa r  une  membrane  de  Té f l on  ) .

Une  p rem iè re  sé r i e  d ' essa i s  a  pe rm is  de  me t t r e  en  év ' i dence  une

sens ib i l i t é  i den t i que  de  ces  b i oé ' l ec t r odes  p répa rées  ex temporanémen t  ( J0 )

e t  é ' l ec t r odes  ap rès  conse rva t i on  24  heu res  à  4oC  ( J l )  pou r  une  add ' i t ' i on

d ' i sop ro tu ron  à  l a  concen t ra t i on  de  0 .100  mg /1 .

La  compara i son  des  cou rbes  d ' une  seconde  expé r i ence  à  J1 ,  J45  e t  J9g
( f  i gu re  29 )  ' i nd i que  une  f a i b ' l e  pe r t e  de  sens ib i  I  i t é .  Une  add i t i on

d ' i sop ro tu ron  0 ,100  mg / ' l  en t ra l ne  une  i nh ib i t i on  de  réponse  de  40% ;  à  J+S

e t  J9g  ce t t e  i nh ib i t i on  n ' es t  p l us  que  de  30%.  Les  mesu res  e f f ec tuées  à  J9g

mon t ren t  une  pe r t e  de  sens ib i l i t é  ap rès  15  m inu tes  de  t emps  de  con tac t .

La  conse rva t i on  à ' l ong  t e rme  des  é l ec t rodes  a  en t ra l né  éga lemen t  une

d im inu t ' i on  de  l ' amp l i t ude  du  cou ran t  r ésu l t an t  de  I ' exc i t a t i on  des  m ic ro -

a l gues  (C f  f i gu re  30 ) .  0n  remarque ,  en  revanche ,  que  l e  l aps  de  t emps

nécessa i  re  à  I  ' ob ten t i  on  de  1  ' amp l  i  t ude  max ima l  e  de  ce  même cou ran t

d im inue .  Ce t te  va leu r  passe  de  50  secondes  pou r  J l  à  25  secondes  pou r  J9g .
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Courant uA
o,7

0,6

0.5

o.4

0.3

o .2

n 1

o
J=45 J=90

F iqu re  30  :  Va r ia t i on  d 'amp l i t ude  du  cou ran t  mesuré  pou r  d i f f é ren ts  temps

de  conse rva t i on

Remaroue :  Ces  expé r i ences  réa l i sées  avec  des  é l ec t rodes  non  p ro tégées  pa r

une  membrane  de  Té f ' l on  con f i rmen t  des  résu ' l t a t s  ob tenus  p récédemment  (pou r

des  cu l t u res  f r a î ches )  i nd iquan t  une  sens ib i l i t é  à  l ' i sop ro tu ron  p l us

fa i b l e  dans  l e  cas  d ' é l ec t rodes  non  p ro tégées  pa r  r appo r t  à  des  é l ec t rodes

recouve r tes  de  Té f l on .

6 .2  Cu ] t u res  I  I  qu i  des

6  . 2 .L  E tudes  de  sens i  b i  I  i  t é

J=1

Des f rac t ions  l i qu ides  d 'une  même cu l tu re  de  Ch lo re l la  vu lgar i s  son t

conservées  à  la  chambre  f ro ide  à  4oC.  L ' i n tens i té  lumineuse  es t  i den t ique  à

cel  
' l  
e de 

' l  'expér i  ence précédente.

Après  un  temps t  f i xé  (0 ,  30 ,  60 ,  90 ,  L20,  150,  180 jours )  ces

f rac t ions  son t  p ré1evées  e t  u t i l i sées  pour  la  p répara t ion  d 'é ' l ec t rodes .  Les

cu l tu res  l iqu ides  sont  rep lacées  à  tempéra ture  ambian te  th  avant  ce t te

prépa rat i  on .

Les  a lgues  son t  immob l ' l l sées  par  f i l t ra t ion  su r  membrane  mi l l i po re

HVLP.  Comme précédemment  le  tox ique de  ré fé rence cho is i  es t  f  i sopro turon  à

une concent ra t ion  de  0 ,100 mg/ ' l  .
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Les  va leu rs  de  dens i t é  op t i que ,  numéra t i on  ce l l u l a i r e  e t  amp l i t ude

des  réponses  à  t=0 ,  30 ,60 ,  90 ,  L20 ,  1 .50 .  180  i ou rs  son t  r ep r i s  dans ' l e

tab leau  XVI I  c i -dessous .  Les  résu l ta t s  p résen tés  co r responden t  à  l a  moyenne

de  4  é lec t rodes  ( ' l a  même sé r ie  d 'é lec t rodes  de  g raph i te  a  é té  u t i ' l i sée  pou r

tous  l es  essa i s  a f i n  d ' é l im ine r  l es  va r i a t i ons  de  rés i s t ance  des

é]  ect rodes )  .

Tab ]eau  XV I I :  Ca rac té r i s t i ques  des  d i f f é ren tes  f r ac t i ons  a l ga les  (dens i t é

op t i que ,  numéra t i on )  e t  amp l i t udes  des  réponses  ob tenues .

t=0 t=30j t=60j t=90j t=120j t=1 50j t=180j

0.0 .  mesurée
à 665 nm

0,4?3 0 ,380 0 ,370 0  ,360 0 ,375 0 ,355 0  ,352

Numérat i  on
ce' l  

' l  
ul es/ml

8,5  1068 ,6  1068 ,5  1068 ,5  106 9 ,0  106 9,1  1068 ,9  106

0 té  d ' a l gues /
é l  ec t rode

3,6  107
I cmé

3,6  \07
/ cm'

3,6  lo7
I cm'

3,6  107
/ cm'

3 ,8  107
/ cmc

3,8  lo7
/ cm'

3,7 LO7
/ cnz

Amp'l ' i tude

réponse  en
de
trA

1 ,03
t  0 ,17

0 .63
t  0 ,15

0 .70
r  0 ,15

0 ,69
r  0 .19

0 .68
t ,  0 ,23

0 ,51
r  0 ,10

0 ,64
r  0 ,16

N .B . :  1 ' amp l i t ude  de  
' l a  

r éponse  a  é té  ca l cu lée  j us te  avan t  add i t i on  du

tox i  que .

La  rep résen ta t i on  g raph ique  de  l ' é vo lu t i on  de  l a  r éponse  des

b ioé1ec t rodes  en  f onc t i on  du  t emps  de  conse rva t i on  es t  r ep r i se  f i gu re  31 .

Les ampl i tudes  de  réponse à  un  s t imu lus  
' lumineux  sont  p ra t iquement

amp l i t udes  son t  i n f é r i eu res  à  ce ' l l e s  en reg i s t r ées  à  J0 ,  de  I ' o rd re  de  30%

p lus  f a i b l es .
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J=12O J=150 J=18O

F iqu re  31  :  Va r i a t i on  d ' amp l i t ude  du  cou ran t  mesu ré  pou r  d i f f é ren t s  t emps

de  conse rva t i on

Ce t te  é tape  de  conse rva t i on  en t ra lne ,  comme dans  l e  cas  p récéden t ,

une  mod i f i ca t i on  de  l a  cou rbe  de  réponse  des  é l ec t rodes .  Le  l aps  de  t emps

nécessa i re  à  
' l ' ob ten t i on  

de  1 ' amp f  i t ude  max ima le  du  cou ran t  consécu t i f  à

une  exc i t a t i on  l um ineuse  es t  d im inué ;  i l  passe  de  50  secondes  pou r  i =0  à

25sec /30sec  l o r sque  l es  a l gues  son t  conse rvées  à  40C .

Le  tab l  eau  XVI  I  I  r ep rend  I  es  pou rcen tages  d '  i  nh i  b i  t i  on  ob tenus  pou r

une  add i t i on  de  0 ,100  mg / l  d ' i sop ro tu ron  ap rès  15 ,30 ,  45  e t  60  m inu tes .

Courant uA

Ces  résu l ta t s  son t  rep résen tés  f i gu re  32 .  Les  n l s tog rammes  oDtenus

mon t ren t  d ' une  man iè re  géné ra ' l e ,  une  t ox i c i t é  p l us  marquée  de  l ' i sop ro tu ron

su r  des  ce l l u l es  de  Ch lo re l l a  vu lga r f s  f r a l ches  que  su r  des  ce l l u ' l es

conse rvées  à  4oC.  Les  pou rcen tages  d ' i nh ib i t i on  ob tenus  pou r  un  temps  de

conse rva t i on  de  30 ,60 ,90 ,  120 ,  150 ,  180  i ou rs  son t  t r ès  p roches .
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Tab leau  XVI I I  :  Pou rcen tages  d ' i nh ib i t i on  ob tenus  pou r  d i f f é ren ts  temps  de

con tac t  avec  l e  t ox i que .

t=15 mi n t=30 min t=45 ni n t=60 min

J0 40( t6 ) 62(t4) 61 ( t 4 ) 61 ( t5  )

Jgo 30 ( t9 ) 40 ( t7  ) 41 ( t 6 ) 42G] )

Joo 30 (17 ) 50 ( t4 ) 51 ( t 3 ) 48 ( t3 )

Jgo 28( t6 ) 39 ( r10  ) 43 ( t6  ) 41 ( rB  )

Jtzo 26( t4) 37  ( *4 ) 42G,4) 42G,4)

J tso 33( t9 ) 46 ( t l 1 ) 47  ( t10  ) 46 (19 )

J tgo 37( r11) 45  (112  ) 50( r11  ) 50 ( t l 2 )

Ces  expé r ' i ences  de  sens ib i ' l i t é  du  b i ocap teu r  à  0Z  on t  éga lemen t

po r té  su r  l a  t ox i c i t é  des  i ons  cyanu res  (KCN)  pou r  des  cu l t u res  de

Ch lo re l l a  vu lga r i s  e t  Scenedes ,nus  subsp ica tus  conse rvées  pendan t  10  mo is  à

4 0 C .

Le  f a i t  de  conse rve r  l e  b i oca ta l yseu r  à  4oC  i n f ' l ue  su r  l a  r éponse

des  b i oé lec t rodes  v i s -à  v i s  de  CN-  (C f  t ab ' l eau  X IX ) .  L ' augmen ta t i on  de

sens ib j l i t é  es t  t r ès  ne t t e  pou r  Ch lo re l l a  vu lga r i s ;  e ' l ' l e  es t  p l us  f a i b l e

pour  Scenedesmus subspicatus.

0eux  hypo thèses  peuven t  ê t re  env i  sagées  pou r  exp ' l  ' i que r  ces

va  r i  a t i  ons  de  sens  i  b i  
' l  
i  t é  chez  Ch l  o re l  l  a  vu  l ga r f  s  :

-  une  mod i f i ca t i on  de  l a  pe rméab i l i t é  membrana i re  pe rme t tan t  une

access ion  du  t ox i que  au  n i veau  du  ch lo rop las te ,

-  une  réponse  acc rue  à  l a  va r i a t i on  de  pH  du  m i ' l i eu  c i r cu lan t .



L20

Tab ' l eau  X IX  :  Tox i c i t é  comparée  de  CN-  pou r  2  t ypes  de  cu l tu re .

Ch lo re l  l a  vu lga r f s Scenedesmus subspf catus

cu l tu re  A
l% T(min )

cu l  tu re  B
m T(min )

cu l  tu re  A
I% T(min )

cu ] tu re  B
I% T(mi  n  )

CN-  1 .0  mg /1 0 60 42(t3)
46( t4)

15
30

62 ( t3 )
67( t5 )

15
30

CN-  3 ,3  mg / l 0 60 71  ( t6  )
75 ( t 5 )

15
30

cu l  tu re
cu l  tu re

A :
B:

cu ' l t u re  f  ra l  che
cu ] tu re  conse rvée  10  mo i  s  à  4oC

L 'add i t i on  de  KCN dans  l e  m i l i eu  c i r cu lan t  augmen te  l e  pH  de  6 ,5  à

9 ,5  (C f  pa rag raphe  5 .2 .1 .3 ) .  Des  essa i s  de  mod i f i ca t i on  du  pH  de  l a

so lu t i on  c i r cu lan te  de  6 ,5  à  9 ,5  pa r  de ' l a  soude  lN ,  en  deho rs  de  t ou te

expos i t i on  t ox i que .  on t  m i s  en  év idence  une  f o r t e  va r i a t i on  d ' amp l i t ude  de

réponse  pou r  l es  cu ' l t u res  conse rvées  à  4 "C :  phénomène  qu i  n ' ava i t  pas  é té

obse rvé  dans ' l e  cas  de  cu l t u res  f r a l ches .  La  d im inu t i on  en reg i s t r ée  es t  de

40(1 .4 )% ap rès  15  m inu tes  e t  53 ( t3 )% ap rès  30  m inu tes .  I l  semb ' l e  donc  que

l ' i nh i b i t i on  d ' ac t i v i t é  pho tosyn thé t i que  so i t  impu tab le  essen t i e l l emen t  à

ce t t e  mod i f i ca t i on  de  pH .

6  . 2 .2  S tab i ' l  ' i t é  de  
' l a  

r éponse

Une  f r ac t i on  de  cu l t u re  l i qu i de  de  Ch lo re l l a  vu lga r i s  conse rvée  6

mo is  à  40C  es t  u t i l i sée  pou r  l a  p répa ra t i on  d ' une  sé r i e  d ' é ' l ec t r odes .  La

réponse  de  ces  é l ec t rodes  à  des  s t imu l i  l um ineux  es t  su i v i e  e t  en reg i s t r ée

en  con t i nu  pendan t  72  heu res .  Le  t racé  des  cou rbes  ob tenues  es t  rep résen té

f i gu re  33  (pou r  une  sé r i e ect roc les )  .

L 'amp1 i  tude du  courant  d imi  nue t rès  rap i  dement  duran t  I  es  deux

premiè res  heures  d 'u t i l i sa t ion  (d im inu t ion  su r tou t  marquée  pour  1es  deux  ou

t ro is  p remiè res  pu ' l sa t ions ) .  Le  couran t  mesuré  se  s tab i l i se  par  la  su i te .

La  compara ison de  ces  courbes  avec  ce l les  ob tenues pour  une cu l tu re

f ra lche  ( f i gu re  34)  mont re  que ,  pour  ce t te  dern iè re ,  l a  décro issance

s 'e f fec tue  p lus  len tement .  E l le  es t  assez  marquée en t re  0  e t  10  heures

d 'u t i l i sa t ion .  Ce t te  d im inu t jon  n 'empêche  en  aucun  cas  la  dé tec t ' i on  d 'une

po in te  de  po1 ' lu t ion  pendant  ce  laps  de  temps.
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6 .2 .3  E tudes  m ic roscoo iques

Des  é tudes  m i  c roscop i  ques  (m i  c roscop i  e  op t i  que  e t  m i  c roscop i  e

é ' l ec t ron ique  à  ba layage)  on t  é té  réa l i sées  su r  ces  cu ' l t u res  conse rvées  à

40C .

Les  obse rva t i ons  en  m ic roscop ie  op t i que  (Gx1000)  on t  m is  en  év idence

une  réduc t i on  impor tan te  de  l a  t a i l l e  du  ch lo rop las te  chez  Scenedesmus

subsp fca tus  e t  Ch lo re l l a  vu lga r i s  pou r  l es  cu l tu res  conse rvées  pendan t  6

mo is  à  4oC  pa r  r appo r t  à  des  ce l l u l es  a ' l ga les  f r a l chemen t  p ré l evées .

L ' a l gue  Ch lo re t t a  vu lga r i s  p résen te  une  s t r uc tu re  i den t i que  en

m ic roscop ie  é l ec t ron ique  à  ba ' l ayage  pou r  l es  cu l t u res  conse rvées  à  40C  e t
' l es  

cu ' l t u res  témo i  ns .  En  revanche ,  I  es  c ' l i  chés  ob tenus  pou r  Scenedesmus

subsp fca tus  mon t ren t  une  mod i  f i  ca t i  on  impor tan te  de  s t ruc tu re  en t re  I  es

deux  t ypes  de  cu l t u res .  Ap rès  conse rva t i on  l es  ce l l u l es  a19a1es  son t

to ta l  emen t  app l  a t i  es  ne  possédan t  p ' l us  de  fo rmes  dé f  i  n ' i es .

Ma lg ré  ces  a l t é ra t i ons  de  
' l a  

s t ruc tu re  de  Scenedesmus  subsp fca tus ,

l e  sys tème enzymat ique  p rodu isan t  I ' oxygène  pho tosyn thé t i que  es t  t ou jou rs

ac t i f  e t  l a  r éponse  à  des  s t imu l i  l um ineux  es t  s t ab le  dans  l e  t emps  (C f

pa rag raphe  6 .2 .2 ) .
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Ampll tude du courant (UA)
1 . 2

1

0.8

0.6

o .4

o.2

TJ

F i  qu re  33  :  Evo l  u t i  on  de  I  a  réponse  du  b i  ocap teu r  au  cou rs  du  temps

(cu ] t u re  conse rvée  6  mo i s  à  4oC)

Ampl l tude du  courant  (uA)

Fi  oure 34 :  Evo ' l  u t ' ion

( cu l t u re  f r a i che )

de I  a  réponse du b ' i  ocapteur  au cours du temps



CIIAPITNE 7

DISCUSSION
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La  pho tosyn thèse  es t  un  p rocessus  fondamen ta l  e t  spéc ' i  f i  que  des

espèces  végé ta ' l es  ;  ces  deux  ca rac tè res  j us t i  f  i  en t  que  I  ' ac t ' i v i  t é  du

système photosynthét i  que so i  t  u t i  I  i  sée comme cr i  tère de tox i  c ' i  té  des

mi  c ropo l  I  uan ts  hyd r i  ques  su r  ces  espèces  .

pa rm i  l es  i nd i ca teu rs  poss ib l es  d ' une  ac t ' i v i t é  pho tosyn thé t i que ,

nous  avons  cho ' i s i  d ' é tud ie r  deux  réac t i ons  ca rac té r i s t i ques  :

-  l e  f ] ux  d ' é l ec t rons  ém is  pa r  ' l e s  pho tosys tèmes  I  e t  I I ,

t r ans fé rés  pa r  ' l e s  
sys tèmes  rédox  des  t hy l aco ïdes  du  ch lo rop las te

j usqu 'au  NADP+ ,
-  ' l a  quan t i t é  d ' oxygène  p rodu i t  pa r  pho to l yse  de  

' l  ' eau  l o r s  de

s t imu l i  l um ineux .

La  s ' péc i f i c i t é  de  ces  i nd i ca teu rs  e t  I eu r  va l  i d i t é  en  t an t  que

marqueu rs  de  l a  pho tosyn thèse  é ta i en t  assu rées  dans  ce  t r ava i l  pa r  l e  f a i t

que  I ' on  pouva i t  s ' a f f r anch i r  de  l ' i n f l uence  d ' au t res  réac t i ons

mé tabo ' l i ques  ce l l u l a i r es ,  capab les  de  me t t r e  en  i eu  éga lemen t  des

t rans fe r t s  d ' é l ec t rons  e t  
' l ' o xygène  

:  l a  r esp i r a t i on  m i t ochond r i a l e  en

pa  r t i  cu l  i  e r .

Un  f l ux  d ' é l ec t rons  mesu ré  à  pa r t ' i r  de  p répa ra t i on  de  ce l l u ' l es

en t i  è res  e t  non  de  ch ' l o rop l  as tes  i  so l  és  i  n tèg re ra ' i t  e f  f ec t i  vemen t  I  e  f  I  ux

é lec t ron ique  p rodu i t  e t  pa r  l a  pho tosyn thèse  e t  pa r  
' l a  

r esp i r a t ' i on  ;  l e

t aux  d ' oxygène  é tan t  l a  r ésu l t an te  de  
' l a  quan t i t é  d ' 02  p rodu i t  pa r  1a

pho tosyn thèse  e t  de  ce l l e  consommée  pa r  ' l a  
r esp i r a t i on .

S i  l a  r esp i r a t i on  ce l l u l a i r e  a  l i eu  auss i  b i en  à  I ' obscu r i t é  qu ' à  l a
' l um iè re .  

l ' ém iss i on  d ' é ' l ec t r ons  ou  l a  p roduc t i on  d ' oxygène  ch ' l o rop las t i que

n 'a ' l i eu ,  pa r  con t re ,  qu ' en  phase  l um jneuse .  De  so r t e  que  l a  mesu re  de  ces

deux  p rocessus .  en  réponse  à  des  s imu l  I  I  um ineux ,  pe rme t  d 'éva l  ue r

spéc i f i quemen t  
' l ' i n t ens i t é  de  l ' a c t i v i t é  pho tosyn thé t i que  ;  l a  pa r t

r evenan t  à  l ' a c t i v i t é  r esp i r a to i r e  é tan t  une  composan te  du  cou ran t  de  base

des  en reg i s t remen ts  ob tenus .
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La  spéc i f i c i t é  des  mesures  e f fec tuées  pa r  l es  deux  b iocap teu rs  à

a l  gues  immob i ' l  i  sées  exp l  i  que  que  se ron t  dé tec tés  un ' i quemen t  
' l es  

e f fe t s  su r

l e  sys tème  pho tosyn thé t i que : ' l e s  subs tances  ag i ssan t  su r  un  au t re  sys tème

métabo l i que  comme l e  cadm ium,  l ' a l d r i ne ,  l e  l i ndane  ou  I ' asu lame  n ' on t  pas

d 'ac t i on  su r  l es  b i oé lec t rodes  e t  ne  son t  pas  ' i den t i f i é s  comme tox i ques .

Ce  ca rac tè re  es t  à  l a  f o i s  un  avan tage  e t  un ' i nconvén ien t  des  deux

sys tèmes  déve l  oppés  :
-  avan tage  l o r squ ' i l  s ' ag i r a  de  dé tec te r  des  subs tances  t ox i ques

spéc i f i ques  des  o rgan i smes  végé taux  :  ca rac té r i s t i que  reche rchée

pou r  ' l e s  
he rb i  c i  des ,

-  i nconvén ien t  ca r  l e  doma ine  d ' app ' l i ca t i on  des  b i oé ' l ec t r odes  se ra

res t re i n t  à  ces  subs tances .

Les  b i oé lec t rodes  a l ga les  ne  se  subs t ' i t uen t  donc  pas ,  ma i s

comp ' l è ten t  
' l a  

ba t t e r i e  d ' essa i s  m i se  en  oeuv re  pou r  ' l a  
dé tec t ' i on  des

m ic ropo l ' l uan t s  hyd r i ques .  Comme 
' l es  

essa i s  c l ass iques  su r  m i c ro -a1gues ,

e l ' l  es  cons t i  t uen t  un  ou t i  I  comp l  émen ta i  re  aux  tes ts  daphn i  es ,  M i  c ro tox  e t

po i  ssons  pou r  I  e  sc reen i  ng  spéc i  f i  que  des  subs tances  t ox i  ques  pou r  I  es

espèces  végé ta ' l  es .  Les  b i  oé l  ec t rodes  a jou ten t  enco re  aux  tes ts  a  1  gues

c lass iques ,  l e  f a i t  de  donne r  une  réponse  en  t emps  rée ' l  e t  d ' ê t r e

app l i cab les  en  dynam ique ,  i n  s f t u  auss i  b i en  dans  1e  m i l ' i eu  du1çaqu i co le

que  1e  m i l i eu  mar i n .
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7 .2  Comoara i son  e t  i n té rê t  des  svs tèmes  déve lopoés

Pour  pouvo i  r  ê t re  opé ra t ' i  onne l  s ,  l es  deux  cap teu rs  déve l  oppés

nécess i t en t  
' l  ' add i t i on  de  composés  dans  l e  m i ' l i eu  à  ana l yse r  :  méd ' i a t eu r

pou r  l a  mesu re  du  f l ux  é l ec t ron ique ,  é l ec t ro l y t e  pou r  l e  b i ocap teu r  à

oxygène .

Pou r  l e  p rem ie r  sys tème ,  l ' imposs ib i l i t é  de  réa l i se r  un  t r ans fe r t

d i r ec t  d ' é l ec t rons ,  en t re  l e  b i oca ta l yseu r  e t ' l ' é l ec t r ode  nous  a  condu i t  à

u t i ' l i se r  une  mo lécu le  é l ec t ro -ac t i ve  (méd ia teu r )  qu i  dé tou rne  l es  é l ec t rons

ém is  des  ch lo rop las tes  j usqu 'à  l ' é l ec t r ode .  Le  méd ia teu r  ag i t  a i ns i  au

n i  veau  de  
' l a  

cha lne  de  t rans fe r t  é l  ec t ron i  que  comme un  accep teu r  t e rm i  na ' l

d ' é l ec t rons .  La  p -benzoqu inone  à  
' l a  

concen t ra t i on  de  0 ,2  mM s ' es t  r évé lée

ê t re  l e  méd ia teu r  1e  p l us  e f f i cace  ;  sa  t ox i c i t é  pou r  l es  ce l l u l es  a l ga les

l im i t e  cependan t  l a  du rée  de  v i e  du  cap teu r  (C f  t ab leau  XX I ) .  L ' ac t i v i t é

pho tosyn thé t i que  de  Ch lo re l l a  vu lga r i s  ne  co r respond  p lus  qu ' à  20% de
' l  ' a c t i v i t é  max ima le  ap rès  16  heu res  d ' u t i l i sa t i on  en  con t i nu  ;  e ' l l e  es t

nu l l e  ap rès  24  heu res .

Le  sys tème  à  méd ia teu r  p résen te  d ' au t res  i nconvén ien t s  que  ceux  l i és

à  sa  f a i b l e  du rée  de  v i e  :

-  une  f a i b l e  pé r i od i c i t é  des  mesu res  en reg i s t r ées ,

-  1a  p résence  du  méd ia teu r  en  so lu t i on ,

-  l a  r éac t i v i t é  du  méd ia teu r  à  l a  l um iè re .

La  pé r i od i c i t é  des  mesu res  pou r ' l e  sys tème  à  méd ia teu r  es t  de  30

m inu tes  env i r on ,  avec  des  du rées  i den t i ques  pou r  l a  phase  l um ineuse  e t  l a

phase  obscu re .  Ces  pé r i odes  de  t emps  re l a t i vemen t  l ongues  son t  nécessa i res

pour  ob ten i  r  un  cou ran t  pho tosyn thé t i que  d 'amp l  i t ude  cons tan te  e t  pou r

reven j r  à  l a  va ' l eu r  du  cou ran t  de  base  avan t  i l l um ina t i on  (C f  f j gu re  8 ) .

Ces  i n te r va l ' l e s  de  t emps  é levés  
' l im i t en t  

de  ce  f a i t  l e  nombre

d ' i n f o rma t i ons  su r  l ' a c t i v ' i t é  pho tosyn thé t ' i que  des  a l gues  immob i l ' i sées .  Le

sys tème  de  mesu re  va  en reg i s t r e r  une  i n fo rma t i on  t ou tes  l es  30  m inu tes .  Ce

laps  de  t emps  impo r tan t  peu t  ê t r e  un  hand i cap  dans  l e  cas  d ' une  u t i l i sa t i on

fn  s i t u  en  augmen tan t  1e  temps  de  réponse  du  cap teu r .

L ' app l i ca t i on  de  ce  sys tème  à  méd ia teu r  pou r  1e  con t rô l e  de ' l a

t ox i c i t é  des  eaux  n ' appa ra l t  donc  pas  réa l i sab le  avec  des  a l gues  euca ryo tes

même s ' i l  p résen te  une  sens ib i l i t é  é l evée  pou r  ce r t a i ns  he rb i c i des  en  débu t
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de  f onc t i onnemen t .  La  du rée  po ten t ' i e l l e  d ' u t i l i sa t i on  es t ,  en  e f f e t ,  t r op

fa i b l e  pou r  que  ce  sys tème  d ' a l e r t e  pu i sse  ê t re  u t i l i sé  en  rou t i ne .

L ' add i t i on  d ' une  mo lécu ' l e  é l ec t ro -ac t i ve  dans ' l e  m i l i eu  à  ana l yse r

peu t  en t ra lne r  éga ' l emen t  des  réac t i ons  d 'oxydo  réduc t i on  pa ras i tes  avec

ce r ta i  ns  composés  p résen ts  dans  ce  m i  I  i  eu  e t  a i  ns i  pe r tu rbe r  I  a  mesure

e f fec tuée .

Tab ]eau  XX I :  Compara i son  des  cond i t i ons  d ' u t i l i sa t i on  des  deux  b i ocap teu rs

déve l  oppés

Système à
méd i  a teu r

Biocap teur  à
oxygène

St imu la t i on  de
I  ' ac t i  v i  t é

pho tosyn thé t i  que
d iode  émet t r i ce  rouge

(max imun  635  nm)

Dé tec t i  on
ac t i  v i  t é  mesu rée

é l  ec t rons
pho tosyn thé t i  ques

dégagement
d ' oxygène

Ce l  l  u ' l e
é l  ec t r och im ique

é l  ec t rode  de
g raph i t e  +  méd ia teu r

é l  ec t rode  à  oxygène
semi  -  p ro tégée

Add i t i on  de
composés  dans  I  e
m i ' l i eu  c i r cu lan t

méd i  a teu r  :
p -benzoqu i  none  0 ,2mM

é' l  ect ro l  y te  :
NaC l  0 .145  M  (0 ,85%)

Po t .  imposé  en t re
l es  2  é l ec t rodes

+ 550 mV 700 mV

S i  gna l  mesu ré couran t  de  réoxyda-
t i on  du  méd ia teu r

cou ran t  de  réduc t i on
de  I  ' oxygène

B i  oca ta l yseu r
u t i l i sé

a lgues  un i ce l l u l a i r es

Immob i  I  i  sa t i  on
du  b i  oca ta l yseu r

f i  I  t r a t i  on  su r  membrane
doub' l  e  membrane membrane s i  mpl  e

Pé r i od i c i t é  des
f l ashs  l um ineux

-  phase  ' l um i  
neuse

-  phase  obscu re

20à30

10à15
10à15

m' inu tes

mi  nu tes
mi  nu tes

5  m i  nu tes

I  m inu te
4  m inu tes

Durée  de  v ' i e
du  cap teu r

24 heures 7  j ou rs
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Le  b iocap teu r  à  oxygène ,  pou r  sa  pa r t ,  s ' es t  r évé lé  beaucoup  p lus

i  n té ressan t  ayan t  f a i  t  p reuve  de  sens i  b i  I  i  t é .  r ep roduc t i  b i  I  i  t é  e t  d ' une

longév i t é  sa t i s f a i san te .  La  con f i gu ra t i on  de ' l  ' é ' l e c t r ode  à  oxygène  de  t ype

ouve r t  r end  ce r t es  i nd i spensab le  l ' add i t i on  d ' un  é1ec t ro l y t e  (NaC l  0 ,145  M)

dans  
' l  
e  m i  

' l  
i  eu  c i  r cu l  an t  pou r  pe rme t t re  I  es  réac t i  ons  d 'oxydo -  réduc t i  on  ;

ma i  s  ce t te  add ' i  t i  on  de  NaC l  ne  p résen te  pas  de  ca rac tè re  tox i  que .  La

pé r i ode  d ' u t i l i sa t i on  de  ces  b i oé lec t rodes  peu t  donc  ê t re  é tendue  j usqu 'à  7

j ou rs .

La  pé r i od i c i t é  des  mesu res  es t  beaucoup  p lus  cou r te ;  I ' i n t e r va l l e

en t re  deux  mesu res  n ' es t  que  de  5  m ' i nu tes ,  don t  une  m inu te  pou r  l a  phase

lum ineuse  e t  4  m inu tes  d ' obscu r i t é .

Le  sc reen ing  de  mo ' l écu les  t ox i ques ,  en t rep r i s  avec  l es  deux  cap teu rs

déve loppés ,  a  mon t ré  que  ceux -c i  f a i sa i en t  e f f ec t i vemen t  p reuve  d ' une

sens i  b i ' l i t é  t r ès  é ' l evée  aux  subs tances  qu i  b l  oquen t  I  e  t r ans f  e r t

d ' é ' l ec t r ons  du  pho tosys tème  I I  en t re  0A  e t  0B  en  se  f i xan t  au  n i veau  de

sous  un i  t é  p ro té i  que  01  :  u rées  subs t i  t uées .  t r i  az i  nes  e t  acy l  an i  I  i  des ,

u t i l i sées  pou r  ce t t e  r a i son  comme he rb i c i des .  Les  l im i t es  de  dé tec t i on  pou r

ces  p rodu i  t s  avec  I  e  sys tème  à  méd i  a teu r  son t  compr i  ses  en t re  0 .010  e t

0 ,050  mg /1  .  Les  pe r fo rmances  du  b iocap teu r  à  oxygène  son t  un  peu  p1  us

fa i b l es  pou r  des  acy lan i l i des  avec  une  l im i t e  de  dé tec t i on  de  l ' o rd re  de

0 ,100  mg / l  .

Des  mé taux  comme l e  mercu re  e t  
' l e  

cu i v re ,  r econnus  pou r  avo i r  un

s i t e  d ' ac t i on  au  n i veau  pho tosyn thé t i que ,  n ' on t  pas  é té  dé tec tés  avec  l e

sys tème  à  méd ia teu r .  Ces  mé taux  on t  p résen té ,  en  revanche ,  une  t ox i c i t é

pou r  l e  b i ocap teu r  à  oxygène ,  ma i s  
' l ' i nh i b i t i on  

de  l ' a c t i v i t é

pho tosyn thé t i que  s ' es t  exp r imée  p lus  l en temen t  que  pou r  des  p rodu i t s  de

t ype  he rb i c i des  (que lques  heu res  pa r  r appo r t  à  que lques  m inu tes )  e t  pou r

des  concen t ra t i ons  é l evées  de  t ox i ques .

La  sens ib i l i t é  du  b ' i ocap teu r  à  oxygène  a  é té  comparée  à  ce l l e  de

tes t s  c l ass iques  d ' i nh ib i t i on  de  c ro i ssance  des  m ic ro -a l gues  e t  à  des

mé thodes  de  dé tec t i ons  rap ' i des  de  1a  t ox i c i t é  ( t ab leau  ) (X I I ) .

A  ce t  e f f e t ,  nous  avons  e f f ec tué  des  essa i s  pou r  éva ' l ue r  l a  t ox i c i t é

de  I  ' i  sop ro tu ron  e t  des  cyanures  su r  I  a  c ro i  ssance  des  m i  c ro -a1  gues

u t i l i sées  avec  l es  b i oé lec t rodes .  Pou r  l es  au t res  subs tances ,  nous  nous
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sommes  ré fé rés  aux  données  b i  b l  i  og raph i  ques  re l  a t i  ves  aux  concen t ra t i  ons

inh iban t  50  % de  l a  c ro i ssance  a ' l ga le  dans  des  cond i t i ons  s tanda rd i sées .

Une  compara i son  a  é té  fa i t e  éga ' l emen t  avec  l es  t ravaux  de  HYE0N e t

a l  . e982 )  e t  OVERNELL  (1975 )  qu i  on t  éva lué  l a  t ox i c i t é  de  subs tances

méta l  1  i  ques  su r  I  a  p roduc t i  on  d 'oxygène  pho tosyn thé t i  que  d 'espèces

végéta ' l  es .

I 1  é ta i t  i n t é ressan t ,  en f i n ,  de  s i t ue r  l a  sens ib i l i t é  de  l a  r éponse

de  ce t t e  b i oé lec t rode  a l ga le  pa r  r appo r t  à  ce ' l ' l e  de  mé thodes  de  dé tec t i on

rap ide  de ' l a  t ox i c i t é  comme l e  t es t  M i c ro tox  qu i  mesu re  l ' i nh i b i t i on  de  l a

b io lum inescence  de  Pho tobac te r i um phosphoreum.

Les  C . I . 50  ob tenues  avec  l es  b i oé lec t rodes ,  pou r  des  he rb i c i des

appa r tenan t  aux  g roupes  des  u rées  subs t i t uées  e t  des  t r i az i nes

(  respec t i  vemen t  i  sop ro tu ron  e t  a t raz i  ne )  son t  t rès  p roches  de  ce l  I  es

dé te rm inées  pa r  un  t es t  d ' j nh ib i t i on  de  c ro i ssance  a l ga le .  La  dé tec t i on  de

ces  he rb i  c i  des  es t  r ap i  de  :  I  ' i  nh i  b i  t i  on  max ima l  e  de  réponse  é tan t  ob tenue

ap rès  15  m inu tes  de  con tac t  ce  qu i  r ep résen te  un  ga in  de  t emps  app réc iab le

pa r  r appo r t  aux  t es t s  a l gues  c ' l ass i ques .

Les  b i oé lec t rodes  son t  p l us  sens ib l es  à  1 ' a t r az i ne  que  I ' essa i

d ' i nh ib i t i on  de ' l a  p roduc t i on  d ' 02  pa r  une  f eu ' i l l e  d ' ép ina rd  (HYEON e t  a l  . ,

1982 )  ou  l e  t es t  M i c ro tox  (RETEUNA e t  a l . .  1989 )  ce  qu i  semb le  l og ique

comp te  t enu  de  l a  spéc i f i c i t é  d ' ac t i on  des  t r i az ' i nes  (C f  t ab leau  XX I I ) .

Dans  l e  cas  du  p ropan i ' l  ,  l e s  b ' i oé lec t rodes  a l ga les  son t  auss ' i  p l us

sens ib l es  que  l e  t es t  d ' i nh ib i t i on  d ' ac t i v i t é  pho tosyn thé t i que  déve loppé

pa r  HYEQN e t  a7 .  ( 1982 ) .  La  C .1 .50  ob tenue  avec ' l e  b i ocap teu r  es t  de  0 ,50

mg / l  :  ce t t e  va ' l eu r  es t  p l us  é l evée  que  ce ' l l e  r appo r tée  pa r  STRATT0N (1987 )

pou r  des  essa i s  d ' ' i nh i b i t ' i on  de  c ro i ssance  a l ga le .

Une  va r i a t i on  impo r tan te  de  sens ib i l i t é  aux  i ons  cyanu res  a  é té

cons ta tée  se lon  1 ' espèce  a ' l ga1e  re tenue  comme b ioca ta l yseu r .  La  p roduc t i on

d 'oxygène  chez  Se lenas t rum cap r i co rnu tum e t  Scenedesmus  subsp fca tus  a  é té

i nh ibée  de  mo i t i é  env i r on  pa r  une  add i t i on  de  I  mg /1 ,  t and i s  qu ' une

concen t ra t i on  de  3 ,3  mg / l  n ' a  pas  pe r t u rbé  l ' a c t i v i t é  pho tosyn thé t i que  chez

Ch lo re l l a  vu lga r f s .  Les  t es t s  a l gues  c l ass iques  u t i l i san t  d ' au t res  c r i t è res

de  mesu re  t e l s  que  numéra t i on  ce l l u l a i r e  ou  f l uo rescence  on t  i nd iqué ,pa r

con t re .  gue  I  a  sens i  b i  I  i  t é  de  ces  3  ch l  o rophycées  é ta i  t  p ra t ' i  quemen t

i den t i que  ap rès  3  j ou rs  (C f  t ab leau  XX I I )  :  ce  qu i  l a i s se  à  pense r  que ' l a

cha ine  pho tosyn thé t i que  ne  se ra i t  pas  l e  p r i nc i pa l  sys tème  b io l og ique

a f fec té  pa r  l es  cyanures  chez  Ch lo re l l a  vu lga r f s  con t ra i remen t  aux  au t res



131

espèces  a ' l ga les  tes tées .  Chez  ce t te  a1gue ,  l es  sys tèmes  rédox  de  
' l a

resp i r a t i on  ce l l u l a i r e  pou r ra i en t  ê t r e  éga ' l emen t  i nh ibés .  S i  
' l a  

r esp i r a t i on

es t  i nh ibée  pô r  l es  cyanu res ,  i 1  y  au ra  une  absence  de  consommat i on

d 'oxygène  a  I  o rs  que  I  es  sys tèmes  pho tosyn thé t i  ques  res ten t  f onc t i  onne l  s  .

Cec i  peu t  exp l  i  que r  qu 'à  cou r t  t e rme ,  I  e  t aux  d 'oxygène  mesuré  à

I  ' é l  ec t rode  res te  é l  evé  ;  pa  r  con t re  ,  
' l  
a  t ox ' i  c i  t é  s ' exp r i  mera  à  p1  us  

' l  
ong

te rme  su i t e  à  l a  d im inu t i on  de  l a  cha rge  éne rgé t i que  ce l l u l a i r e  consécu t i ve

à  
' l ' i nh i b i t i on  de  l a  r esp i r a t i on .  Ce t t e  sens ib i l i t é  é l evée  de  Se lenas t rum

capr i co rnu tum e t  Scenedesmus  subsp ica tus  pou r ra i t  s ' exp ' l i que r  pa r

I  ' e x ' i s t ence  d ' une  resp i  r a t i  on  i  nsens  i  b ' l e

espèces .

aux  cyanures  chez  ces  deux

Nous  avons  obse rvé ,  en  revanche ,  pou r  l e  cu i v re  e t  l e  me rcu re  des

va r i a t i ons  t r ès  impo r tan tes  en t re  b i oé lec t rodes  a l ga ' l es  e t  t es t s  a l gues .

Ces  t es t s  d ' i nh ib i t i on  de  c ro i ssance  a ' l ga le  (VASSEUR e t  a l  . ,  1988  ;

STRATToN .  Lg87  )  ,  I  ' essa i  d '  i  nh i  b i  t ' i  on  de  p roduc t i  on  d 'oxygène  chez

Ch lamydomonas  Re inha rd i t  (OVERNELL ,  1975)  a ins i  que  l e  tes t  M ic ro tox

(  RETEUNA e t  a l  .  ,  1989 )  se  son t  r évè l  és  beaucoup  p l  us  sens i  b l  es  que  I  es

b ' i oé lec t rodes .  Nous  avons  ém is  l ' h ypo thèse  que  des  phénomènes  de  spéc ia t i on

pouva ien t  ê t r e  r esponsab les  de  ce t t e  f a i b l e  sens ib i ' l ' i t é  pa r  c réa t i on  d ' un

m ic ro -env i r onnemen t  a l ca ' l i n  au  con tac t  des  b i oé lec t rodes .  Des  mesu res  de

va l i a t i on  du  pH  l o r s  des  f l ashs  l um ineux ,  a i ns i  que  des  essa ' i s  de  t ox i c i t é

avec  un  pH  ma in tenu  à  une  va leu r  de  5  n ' on t  pas  pe rm is  de  con f i rme r  ce t t e

hypo thèse .

I l  semb le  p l us  p robab le  que  l es  mé taux  réag i ssen t  avec  l es  p ro té i nes

e t  l es  po l ysaccha r i des  de  l a  pa ro i  a l ga le  e t  se  f i xen t  su r  l es  g roupemen ts

C00 - ,  0H- ,  SH  ou  NH2 .

Les  ce l  I  u l  es  a ' l  ga l  es  son t  r épa r t i es  en  couches  supe rposées  su r  I  a

membrane  de  f i l t r a t j on  au  con tac t  de  l a  ca thode ,  e t  ne  possèden t  donc  pas

la  même  e f f i cac i t é  en  ce  qu i  conce rne ' l e  t aux  d ' oxygène ' l i bé ré .  D 'une  pa r t ,

l a  r épa r t i t i on  de  l a ' l um iè re  f ou rn ie  pa r  l a  d i ode  va r i e  se lon  l a  pos i t i on

des  ce l  
' l  
u l  es  e t  d ' au t re  pa r t ,  I  e  rappor t  quan t i  t é  d 'oxygène  rédu ' i t  à  I  a

ca thode  /  quan t i t é  d ' oxygène  dégagé  n ' es t  pas  ' i den t i que  pou r  t ou tes  l es

ce l l u l es .  Pou r  l es  p ' l us  p roches  de  l a  ca thode ,100% de  l ' o xygène  dégagé  va

ê t re  r édu i t ;  ma i s  pou r  l es  ce l l u l es  a l ga les  des  couches ' l es  p l us  é ' l o i gnées

(couches  ex te rnes ) ,  on  peu t  r a i sonnab lemen t  suppose r  qu ' une  pa r t ' i e

seu lemen t  de  
' l ' o xygène  p rodu i t  se ra  rédu i t  à  l a  ca thode .  I nve rsemen t  l es

couches  ex te rnes  son t  d i  rec temen t  exposées  aux  rayonnemen ts  I  um i  neux  e t
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leu r  ac t i v i t é  pho tosyn thé t i que  peu t  ê t r e  p l us  impo r tan te  que  ce ' l l e  des

couches  i  n te rnes .

Nous  avons  no té  un  temps  de  réponse  assez  l en t  des  b ioé lec t rodes  aux

mé taux  ;  i l  e s t  poss ib ' l e  d ' avance r  que  l e  mé ta ' l  se  f i xe ,  en  p rem ie r  l i eu ,

su r  I  es  ce l  I  u ' l  es  des  couches  ex te rnes  avan t  d 'a t te i  nd re  I  es  couches

in te rnes  :  ncouches  e f f i cacesn .  Cec i  exp l  i que  a i ns i  l e  déca ' l age  de  t emps

p réa1ab1e  à  1 ' en reg i s t r emen t  d ' un  e f f e t  d ' i nh i b i t i on  de  
' l  ' a c t ' i v i t é

pho tosyn thé t i que  avec  ces  mé taux .

I l  es t  poss ib l e  de  reméd ie r  en  pa r t i e  à  ce t  i nconvén ien t  en

op t im i san t  
' l a  

concen t ra t i on  a l ga le  au  con tac t  de  l a  ca thode .  P l  us  ce t t e

concen t ra t i on  se ra  f a i b l e ,  p l us  l a  sens ib i l i t é  se ra  é l evée .  Les  essa ' i s

e f f ec tués  su r  l e  cu i v re  on t  mon t ré  e f f ec t i vemen t  qu ' en  d im inuan t  l a

popu ' l a t i on  a1ga1e  immob i l i sée  à  l a  ca thode ,  on  augmen ta i t ' l a  sens ib i l i t é  de

I  ' é l  ec t rode .  Un  compromi  s  do i  t  néanmo i  ns  ê t re  t rouvé  en t re  sens ' i  b i  I  i  t é  e t

amp l i t ude  du  cou ran t  mesu ré .  Le  s i gna l  en reg ' i s t r é  do i t  ê t r e  su f f i sammen t

impo r tan t  pou r  év i t e r  
' l e s  phénomènes  d ' i n t e r f é rences  e t  r es te r  supé r i eu r  au

b ru i  t  de  f ond  de  I  ' appa  re i  1  1  age .
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7 .3  Aop l i ca t l on  i n  s f t u  du  b locap teu r  â  oxvqène

7 .3 .1  I n f l uence  de  l a  con f i qu ra t i on  du  cap teu r

Le  t r ava i ' l  r éa l i sé  ne  rep résen te  que  1a  p rem iè re  é tape  nécessa i re  à

l a  m ise  au  po in t  d ' un  b i ocap teu r  a1ga1 .  Ce t t e  p rem iè re  phase  es t

i nd i spensab le  pou r  démon t re r  l a  f a i sab i l i t é  du  sys tème  e t  son  i n té rê t  pou r

l a  dé tec t i on ,  en  t emps  rée l ,  de  t ox i ques  ag i ssan t  su r  l e  sys tème

pho tosyn thé t ' i que .  E l  l e  pe rme t  auss i  d ' i den t i f  i e r  
' l e s  

aspec t s  d ' o rd re

techn ique  e t  mé thodo log iques  pouvan t  cons t i t ue r  des  po in t s  de  f a i b l esse  du

sys tème ,  suscep t i b l es  d ' en  l im i t e r  l es  pe r f o rmances .

Un  po i  n t  impor tan t  a  conce rné  1a  pos i  t i  on  de  
' l a  

sou rce  
' l um i  

neuse  qu i

exc i  t e  l  es  a ' l gues  un i  ce l  l  u l  a i  res  immob i ' l i  sées .  Dans  l  e  sys tème ac tue l  ,  l  e

m i l i eu  à  ana l yse r  c i r cu le  en t re ' l es  é l ec t rodes  e t  l a  d i ode  éme t t r i ce  (C f

f i gu re  7 ) .  Le  f a i sceau  l um ineux  peu t  donc  ê t re  a t t énué  pa r  une  mod i f i ca t i on

de  cou leu r  ou  pa r  un  a f f l ux  de  ma t j è res  en  suspens ' i on  de  I ' e f f l uen t .  La

réponse  des  b i  oé l  ec t rodes  en  se ra  a f fec tée  sans  pou r  au tan t  que  ce l  a

t radu i  se  une  i  nh i  b i  t i  on  de  
' l  ' ac t i  v i  t é  pho tosyn thé t i  que .

Le  t ype  d ' é l ec t rode  à  oxygène  que  nous  avons  déve lqppé  es t  s imp le  e t

peu  oné reux  ;  ma i s  I ' add i t i on  d ' é l ec t ro ' l y t e  dans  l e  m i l i eu  c i r cu lan t  va

comp l i que r  e t  a l ou rd i r  1 ' ' i n f r as t ruc tu re  de  I ' ana ' l y seu r  i n  s i t u .  I l

conv i  end ra  en  e f f e t  d ' asso r t i  r  I  e  cap teu r  d ' un  i  n j ec teu r  de  NaC l  avec

mé langeu r  a f i n  d ' ob ten i r  une  homogéné i t é  pa r f a i t e  du  f ' l u x  à  ana l yse r  avan t

passage  au  n i veau  de  l a  membrane  ac t i ve .  Le  ch ' l o ru re  de  sod ium,  à  l a

concen t ra t i on  de  0 ,145  mM pou r ra  en t ra l ne r  des  phénomènes  de  comp lexa t i on

de  ce r t a i ns  composés  e t  mod i f i e r  l a  b i od i spon ib i l i t é  des  t ox i ques .

Ces  ré f l ex ions  nous  on t  amenés  à  concevo i r  un  sys tème compac t  don t

tous  
' l es  

é l  émen ts  son t  rassemb ' l  és  dans  1  e  co rps  de  1  ' é ' l ec t rode ,  qu i  pe rme t

d ' amé l i o re r  1e  cap teu r  à  oxygène  en  reméd ian t  à  ces  aspec t s  l im i t an t s .  Dans

ce  sys tème,  I  ' anode ,  ' l a  
ca thode  a i  ns i  que  ' l  ' é l  ec t ro l y te  son t  sépa rées  du

mi l i eu  à  tes te r ,  comme dans  une  é lec t rode  à  oxygène  de  t ype  C ' l a rk ,  pa r  une

membrane  hyd rophobe  pe rméab le  à  l ' o xygène .  L ' exc i t a t i on  des  m ic ro -

o rgan i smes  es t  r éa l i sée  pa r  une  sou rce  l um ineuse  véh i cu ' l ée  pô r  une  f i b re

op t i que  i n tég rée  à  l a  sonde .  Ce t t e  s t imu la t i on ' l um ineuse  i n te rne  au  cap teu r

l e  r end  t o ta l emen t  i ndépendan t  des  mod i f i ca t i ons  de  co lo ra t i on  ou  d ' opac i t é

de  l ' e f f l uen t .  Ce  sys tème  à  f a i t  l ' ob j e t  d ' un  dépô t  de  b reve t  ( no  89  05776

PANDARD e t  a I  . ,  1989 ) .
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L ' ' i n t ég ra t i on  d ' une  f i b re  op t i que  mod i f i e  t o ta ' l emen t  l a

con f  i  gu ra t ' i on  du  compa  r t i  men t  de  mesure  ,  p r i  nc i  pa  1  emen t  
' l  
a  ca thode  .  Ces

é lémen ts  dev ron t  ê t r e  conçus  de  man iè re  à  pe r t u rbe r ' l e  mo ins  poss ib l e  l e

f l ux  l um ineux .  Une  ca thode  quad r i l l ée  (GREENBAUM,  l 988 )  ou  en  f o rme  de

sp i ra l e  sa t i s f e ra i en t  à  un  t e ' l  ob jec t i f  en  pe rme t tan t  d ' i l l um jne r  l a  p l us

g rande  pa r t i  e  des  m i  c ro -o rgan i  smes  immob i  I  i  sés

7  ?  ?  Con t ra i n tes  l i ées  à  I ' u t i l i sa t i on  d ' un  réac t i f  b i o l os i que

Les  b ' i  ocap teu rs  é tud i  és  e t  p roposés  à  des  f i  ns  de  con t rô l  e

tox i co log ique  nécess i t en t  t ous  une  add i t i on  de  composés  dans  l e  m i  I  i eu  à

ana l yse r ,  qu ' i ' l  s ' ag i sse  d ' une  subs tance  t ampon  pou r  ma in ten i r  un  pH  de

réac t i on  op t imum (DORI ,ARO e t  BARISAS,1984 ;  W0LFBEIS  e t  KOLLER,  1989  i

KARUBE.  1981  )  ,  d ' un  subs t ra t  pou r  éva  I  ue r  
' l  
a  p roduc t i  on  de  mé tabo l  i  t es

(GOODSON e t  JACOBS,  L974 ;  DORWARD e t  BARISAS,1984 :  WOLFBEIS  e t  KOLLER,

1989 ;  KARUBE,1981 )  ou  des  deux  composés  s imu l t anémen t .  Ces  cond i t i ons ,

nécessa i res  au  bon  fonc t i onnemen t  du  cap teu r  augmen ten t  1a  comp ' l ex i t é  de

I  ' ana l yseu r .

0u t re  une  sens ib i l  i t é  aux  va r i a t i ons  de  pH ,  ' l a  
composan te  b ' i o l og ique

du  b ' i ocap teu r  es t  éga ' l emen t  sens i  b l  e  aux  mod i  f  i  ca t i  ons  de  t empéra tu re ,

f o r ce  i on ique  e t  oxygéna t i on  du  m i l ' i eu  à  ana l yse r .  Les  va r i a t i ons  de  ces

pa ramè t res  von t ' i n f l ue r  su r  l a  r éponse  du  cap teu r  aux  subs tances  t ox i ques .

I  I  conv i  end ra  donc  de  s ' assu re r  que  ces  pa ramè t res  n ' i  n t e r f è ren t  pas  avec

les  mesu res  de  t ox i c i t é  en  con t rô l an t  e t  éven tue l l emen t  en  a j us tan t  l eu rs

va leu rs  à  un  n ' i veau  donné  dans  l e  m i  I  i eu  à  ana l yse r  avan t  passage  au  n ' i veau

de  l a  membrane  ac t i ve .

Pou r  p résen te r  une  du rée  de  va ' l  i  d i  t é  su f f i  san te ,  I  e  ma té r i  e l

b ' i o l og ique  do i t  ê t r e  r égéné ré  pa r  des  so lu t i ons  app rop r i ées  ou  pa r  1 ' appo r t

d ' un  m in imum de  nu t r imen ts  s ' i l  s ' ag i t  de  réac t i f s  ce ' l l u l a i r es  :  cec i  va

enco re  acc ro l t r e  l a  comp lex i t é  de  l ' ana l yseu r .  S ' i l  s ' avè re  que  ce t t e

régéné ra t i on  ne  peu t  pas  se  f a i r e  pendan t  que  ' l e  
sys tème  es t  opé ra t i onne l ,

i l  se ra  nécessa i re  de  d i spose r  d ' un  doub le  c i r cu ' i t  pou r  assu re r  l a

con t i nu i t é  du  con t rô l e ,  I ' un  des  deux  cap teu rs  r es tan t  f onc t i onne l  pendan t

que  1 ' au t re  se  régénè re .

Les  o rgan ismes  végé taux  son t  des  o rgan ismes  peu  ex igean ts  au  p lan

nu t r i t i onne l  ;  l eu r  ma in tenance  es t  a i sée .  Les  b i ocap teu rs  à  a l gues

immob i ' l ' i sées  p résen ten t  des  avan tages  i ndén iab les ,  de  ce  po in t  de  vue ,  pa r

rappo r t  aux  au t res  cap teu rs  ce ' l l u l a i r es .  I l s  r éponden t  aux  c r i t è res  de
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s imp l i c i t é  r equ i s  pou r  des  app l i ca t i ons  en  rou t i ne  e t  i n  s f t u .  Leu r

sens ib i ' l i t é  pou r  ' l a  
dé tec t i on  de  subs tances  t ox i ques  au  n i veau

pho tosyn thé t i  que  j  us t i  f i  e  que  ces  b ' i  ocap teu rs  so i  en t  re tenus  pou r  des

é tudes  de  va l i da t i on  su r  l e  t e r ra i n .

Un  p ro to type .  su r  l a  base .  du  sys tème b reve té ,  es t  en  cou rs  de

réa l i sa t i on  :  
' l ' appa re i l  

dev ra i t  ê t r e  opé ra t i onne l  au  cou rs  des  p rocha ins

mo is  pou r  1 ' é tape  de  va l i da t i on  f n  s i t u .

Ce t t e  phase  de  va l i da t i on  de  l ' ensemb le  du  sys tème ,  comprenan t  l e

b i  ocap teu r  do té  de  ces  sys tèmes  de  régu1  a t i  on  don t  i  I  conv i  end ra  de

vé r i f i e r  l e  bon  f onc t i onnemen t  dans  des  cond i t i ons  rée ' l l e s  d ' u t i l i sa t i on ,

es t  ' i  nd i  spensab l  e .  Ma i  s  i  I  ne  f au t  pas  se  cache r  que  ce t t e  phase  es t

l ongue ,  dé l i ca te  e t  t ou t  auss i  d i f f i c i l e  que  1 ' é tape  de  f a i sab i l i t é .
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No t re  é tude  a  conce rné  1a  m ise  au  po in t  d ' un  cap teu r  b ' i o l og ique  à

réponse  rap i  de ,  de  con f i  gu ra t i  on  s imp l  e  e t  u t i ' l  i  sab l  e  comme i  nd i  ca teu r  de

f  impac t  des  m ic ropo l l uan t s  en  m i l i eu  hyd r i que .  Les  espèces  a l ga les

un i  ce ' l ' l u l  a i  res ,  emp l  oyées  comme b i  oca ta l yseu r  son t  des  o rgan i  smes

rep résen ta t i  f s  des  espèces  pho tosyn thé t i  ques  des  m i ' l  i  eux  aqua t i  ques  ;  ce

son t  des  réac t i f s  sens ib l es  qu i  r ep résen ten t  l a  ma jeu re  pa r t i e  des

p roduc teu rs  p r ima ' i r es  de  ces  m i ' l i eux .  I l  appa ra l t  donc  essen t ' i e l  de

conna l t r e  e t  p réven i  r  I ' impac t  des  xénob io t i ques  à  
' l eu r  

n i veau .

L 'ac t i  v i  t é  pho tosyn thé t i  que  es t  un  p rocessus  fondamen ta ' l  e t

spéc i f i que  des  espèces  végé ta ' l es .  E l l e  es t  a i sémen t  mesu rab le  pa r  l e  su i v i

du  f l ux  d ' é l ec t rons  ém is  au  n i veau  des  ch lo rop las tes  ou  pa r  quan t i f i ca t i on

de  1  ' oxygène  dégagé .  Deux  d i  spos i  t i  f s  r eposan t  su r  ce  p r i  nc i  pe  on t  é té

é tud iés ;  i l s  u t i ' l ' i sen t  des  a l gues  euca ryo tes  immob i l i sées  au  con tac t

é t ro i t  d ' un  dé tec teu r  é l ec t roch im ique  pou r  mesu re r  I ' a c t i v i t é  de  ce t t e  vo ie

mé tabo l  i que .  Ce t t e  assoc ia t i on  é t ro i t e  du  ma té r i e l  b i o l og ique  e t  du

dé tec teu r  es t  spéc i f i que  des  b i ocap teu rs  :  e l  l e  pe rme t  d ' ob ten j  r  une

réponse  de  1 ' appa re i l  en  t emps  rée l  e t  d ' env i sage r  a i ns j  l a  m i se  en  p l ace

de  sys tèmes  d ' a l e r t e  pou r  l e  con t rô l e  de  l a  t ox i c i t é  i n  s f t u .  D i f f é ren tes

espèces  a l ga les  on t  é té  u t i l i sées ' l o r s  de  ces  essa i s ,  espèces  du l caqu ' i co l es

d 'une  pa r t  :  Ch to re l l a  vu lga r i s ,  Se lenas t rum cap r i co rnu tum,  Scenedesmus

subsp fca tus  e t  ma r i nes  d ' au t re  pa r t  z  Duna l i e l l a  b i ocu la ta ,  Ske le tonema

costatum, Phaeodacty l  um t r i  cornutum.

La  mesu re  du  f l ux  d ' é ' l ec t r ons  chez  ces  a l gdes  euca ryo tes  n ' a  pu  ê t re

réa l i sée  qu 'en  u t i l i san t  des  dé r i vés  des  qu inones ,  mo lécu les  é l ec t ro -

ac t ' i ves ,  qu i  ag i ssen t  su r  l a  cha lne  de  t r ans fe r t  é l ec t ron ique  au  n i veau  de

Qg  comme accep teu rs  t e rm inaux  d ' é ' l ec t r ons  e t  l es  t r ans fè ren t  à  l ' é l ec t r ode .

La  p -benzoqu i  none ,  dans  I  es  cond i  t i  ons  d ' u t i  I  i  sa t i  on  du  cap teu r  ,

s ' es t  r évé ' l ée  t r ès  t ox i que  pou r  1es  ce l l u l es  a ' l ga1es .  Le  cap teu r ,  même  s ' i l

s ' es t  avé ré  sens ib l e  pou r ' l a  dé tec t i on  d ' he rb i c i des  (u rées  subs t i t uées ,

t r i az i nes ,  an i l i des ,  benzon i t r i l e s )  a  p résen té  une  du rée  de  v i e  cou r te ,
' l  
i  m i  t ée  à  que l  ques  heu res  .  Un  te l  sys tème à  méd j  a teu r  n 'es t  donc  pa  s

app l i cab le  pou r  1e  con t rô1e  de  1a  po l l u t i on  des  m i ' l i eux  hyd r i ques .  La
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ma in tenance  se rô i t  beaucoup  t r op  l ou rde  pou r  que  ce  cap teu r  so i t  u t i l i sé

comme sys tème d 'a le r te

Le  second  sys tème é tud ié  qu ' i  dé tec te  l a  p roduc t i on  d 'oxygène  de

mi  c ro -a1  gues  immob i  I  i  sées  es t  apparu  beaucoup  p1  us  pe r fo rman t  ;  i ' l  semb l  e

pouvo i r  ê t re  re tenu  en  vue  du  déve ' l oppemen t  d 'un  sys tème d 'a ' l e r te  aux

po ' l l u t . i ons  hyd l i ques  acc iden te l l es .  Ce  b i ocap teu r  à  oxygène  a  f a i t  p reuve

d 'une  l ongév i t é  de  p ' l us i eu rs  j ou rs ,  d ' une  sens ib i l i t é  sa t i s f a i san te  aux

mi  c ropo ' l ' l uan ts  qu i  ag i  ssen t  su r  I  e  sys tème pho tosyn thé t i  que  comme I  es  u rées

subs t i t uées ,  t r i az i nes ,  an j l i des  e t  l es  cyanu res .  Le  doma ine  d ' u t i l i sa t i on

de  ce  b ' i ocap teu r ,  de  pa r  l a  concep t i on  de  l ' é l ec t r ode ,  es t  l im i t é  aux

subs tances  p résen tan t  une  t ox i c ' i t é  spéc i f i que  pou r  1es  espèces  végé ta1es .

La  réponse  des  b i  oé l  ec t rodes  à  0Z  aux  tox i  ques  o rgan i  ques  es t

rap ide .  E l l e  es t  p l us  ' l en te  
v ' i s -à - v i s  des  t ox i ques  m iné raux  comme l e  cu i v re

e t  l e  me rcu re .  La  sens ib i l i t é  du  cap teu r  es t  éga lemen t  p ' l us  f a i b ' l e  pou r ' l es

mé taux ;  ma i s  une  amé l i o ra t i on  peu t  ê t r e  appo r tée  en  j ouan t  su r  1e  t aux  de

ce ' l l u l es  a l ga les  immob i l i sées  su r ' l a  membrane  ac t i ve .

Des  essa i s  de  s imu la t i on  réa l ' i sés  à  l ' a i de  d ' e f f l uen t s  i ndus t r i e l s

p ré1  evés  avan t  r e j e t  dans  I  ' env i  r onnemen t  on t  m i  s  en  év i  dence

1 'app l i cab i l i t é  de  ce  sys tème  pou r  éva ' l ue r  l e  ca rac tè re  t ox i que  des  re j e t s

d ' us i  nes  t es tés .

L ' ensemb le  de  ces  essa i s  a  démon t ré  l a  f a ' i sab i l i t é  d ' une

b ioé lec t rode  à  a l gues  immob i l i sées  e t  son  ' i n t é rê t  pou r  l a  dé tec t i on  en

temps  rée l  de  t ox i ques  ag i ssan t  au  n i veau  pho tosyn thé t i que .  Ces  t r avaux  ne

rep résen ten t  t ou te fo i  s  que  I  a  p remi  è re  é tape  de  
' l  
a  m i  se  au  po i  n t  d ' un

cap teu r  a l ga l .

L ' ensemb ' l e  de  ce  t r ava i ' l  a  sou l i gné  l es  impe r fec t i ons  de  no t re

p ro to t ype  de ' l abo ra to i r e  dans  l a  pe rspec t i ve  d ' une  u t ' i l i sa t i on  f n  s f t u .  Une

nouve l  I  e  con f i  gu ra t i  on  donc  a  é té  env i  sagée  a f i  n  d '  é l  i  m j  ne r  I  es

i nconvén ien t s  r encon t rés .  Ce  nouveau  p ro to t ype  es t  ac tue l l emen t  à ' l ' é t ude '

I ' l  a  é té  b reve té  e t  dev ra  f a i r e  1 ' ob je t  d ' une  phase  de  va l j da t i on  t n  s i t u

pou r  en  ép rouve r  1a  f i ab i l i t é ,  avan t  d ' ê t r e  app f i qué  comme sys tème  d ' a l e r t e

en  rou t i  ne .
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ANNEXE I:

P répa ra t i on  des  é ' l ec t rodes  de  q raoh i te

Les  é l ec t rodes  u t i l i sées  pou r  l es  d i f f é ren tes  expé r i ences  on t  é té

réa l i sées  au ' l abo ra to i r e .  Le  p ro toco le  su i v i  es t ' l e  su i van t .

Des  d i  sques  de  Smm de  d ' i amè t re  son t  découpés  dans  une  feu ' i  I ' l e  de

ca rbone  PAPYEX d ' une  épa i sseu r  de  3  mm (Le  Ca rbone  Lo r ra i ne  F rance ) .  Ces

d i  sques  son t  ensu i  t e  
' l avés  

2  f  o i  s  dans  
' l  ' acé tone  (30  m i  n  pou r  chaque  l  avage

avec  une  1égè re  ag i t a t i on )  pu i s  i l s  sub i ssen t  un  l avage  dans  l ' eau

d i s t i ' l ' l ée  po r t ée  à  ébu l l i t i on  pendan t  une  heu re .  Les  d i sques  a i ns i  p répa rés

son t  p l acés  dans  une  é tuve  à  100oC pou r  séchage .

Après  ce t te  opé ra t ' i on  ,  I  es  d i  sques  de  PAPYEX son t  p ' l acés  dans  des

tubes  d ' échan t i l l onnage  en  po l yé thy lène  ( ces  t ubes  von t  se rv i r  de  mou le

pou r  l a  f ab r i ca t i on  du  co rps  de  l ' é l ec t r ode ) .  Des  sec t i ons  de  f i  I

é l ec t r i que  (0 ,2  mm d 'épa i sseu r )  son t  sce l l és  su r  ces  d i sques  à  I ' a i de  d ' une

gou t te  de  rés ine  a rgen t  époxy  conduc t r i ce  ( John  MATTHEY Chem' i ca l s  L td ,

Roys ton  ,  He r t s  ,  G rande  Bre tagne  )  .

Ap rès  séchage ,  (dans  une  é tuve  à  60oC pendan t  une  heu re )

con fo rmémen t  à  l a  no t i ce  du  f ab r i can t ,  on  cou le  une  rés i ne  qu i  va  f o rmer  l e

co rps  de  I  ' é l  ec t r ode .  Ce l ' l  e - c i  co r respond  à  un  mé1  ange  de  9  vo l  umes  de

rés i  ne  neponn  (g rade  815 )  pou r  un  vo l  ume  de  t r i  é t hy l  ène té t ram i  ne

(ca ta l yseu r ) .  Ces  deux  p rodu i t s  p rov iennen t  de  Po l ysc ' i ences ,  I nc ,

War r i ng ton ,  Pa ,  USA.

Ap rès  séchage  pendan t  LZ  heu res ,  I  es  é l  ec t r odes  so l  i  d i  f i  ées  son t

ex t ra i t es  des  t ubes  d ' échan t i l l onnage  pu i s ,  t es tées  é l ec t r j quemen t  a f i n  de

vé r i f i e r  l eu r  conduc t i v ' i t é  e t  l eu r  r és i s t ance  i n te rne .
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Des  sec t i ons  de  f i l  d ' a rgen t  d ' un  d i amè t re  de  I , 2  mm (BDH)  son t

recouve r tes  d ' un  dépô t  de  ch lo ru re  d ' a rgen t .

0n  réa ' l i se  un  sys tème po ten t i omé t r i que  à  3  é lec t rodes ,  au  se in

duque ' l  l a  pa r t i e  mé ta11 ique  à  recouv r i r  es t  u t i l i sée  comme é ' l ec t r ode  de

t rava i l .  La  d i f f é rence  de  po ten t i e l  imposée  en t re  l es  é l ec t rodes  es t  de  300

mV.  Le  f  i  I  d '  a  rgen t ,  p1  ongé  dans  une  so ' l  u t i  on  de  KC ' l  lM  ,  se  recouv re  t rès

rap idemen t  d ' un  dépô t  d 'AgC l .  Ces  é l ec t rodes  son t  r ep répa rées  régu1 iè remen t

ap rès  é l ' im ina t i on  du  dépô t  p récéden t
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ANNEXE I Iæ

Compos i t i on  du  m i l i eu  LEFEBVRE e t  CZARDA

El  éments ma. i  eurs

Ca(N03)  ,  4HZ0

KN03

K2HP04

MsS04 ,  7HZ0

E l  émen ts  t races

H3803

Mn(N03 )2 ,4H20

CuS04 ,  5H20

ZnS04 ,  7HZ}

CoC ' l  2 ,  6H20

FeS04 .  7HZ0

FeC13 ,6HZ0

C6H5Fe07 ,  5H20

c6H802 .  HZ}

(NH4) 614o7024, 4HZ0

moi  e/  I

1 , 69  10 -4

9 .89  10 -4

2 ,30  10 -4

1 ,22  LO-4

mg/' l

40

100

40

30

4,85  10-7

1 ,19  10-7

6 ,01  10-8

1 ,04  10-7

r ,26  LO-7

1 ,12  10-6

1 ,15  10-6

2,42  10-6

2.30  rc -7

2.42 110-8

3 ,00  10-2

3 ,00  10-2

1 ,50  10-2

3 ,00  10-2

3 ,00  10-2

3 ,10  10-2

3 ,10  10-2

8 ,12  10-1

3 .00  10-2

3 ,00  10-2
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AXXEXE_U-I

Urées subs t i  tuées

t-ù H o cHg

,"r,""r-(/ \'t- [ -l - "".\J

ll' H o cHg
.,-(/ \,1- X-,[-o".

\ /
\-/

./-
cl

I  s op rotu ron

L i  nu  ron

DCMU
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l-E-ï:"".
\ _ /
,Y

C2H5NH

."."-(T-i-[-i:.".
\ - /
,H

Tr i  az i  nes

Ch l  o r to ' l u ron

Métoxuron

At raz i  ne

S imaz ine

I

ôT
c2HsNH\,ANHcH(cHs)2

gcHs

(CH3)2CHNH NHCH(CH3)2

Prométryne
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c2HsNH/ \.-/ -NHcHecHecHg

Acv lan i l i des

Secbuméton

Propan i ' l

Bromoxyni  I

I oxyn i  1

GI

>-\ Ho

",-(/ \'1- I -",,,",.
\J

Benzon i  t r i  I  es



Br 
t-----r

",-( \",:,-"^^-,o,

,,Y *orY

Orqanoch l  o rés

Ac ides  ohénoxvacé t i ques

Ac ides  ohénoxvp roo i  on iques

1-60

Bromophénoxi  me

Pen tach l  o rophéno1

MCPA

Mécoprop

ocH2cooH

o
cH3
I

ocHcooH

r)
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Comoosés hétérocvcl  ioues

Arv  I  ca  rbama tes

- cHs  Pa raqua t  d i ch lo ru re

,---\ o H o

^r*.// \!-^t- X -o"r. Asur ame

\_/ r



Tab leau  I  :  Pou rcen tages

temps  de  con tac t  de  15  e t

L62

ANI{EXE IVæ

d ' i nh ib i t i on  de  p roduc t i on  d ' 02  ob tenus  pou r  des

30  m i  nu tes .

Conc .
mg/  I

I  sopro turon Atra z  i  ne Propan i  
' l

T=15mi n T=30mi n T=1Smi n T=30mi n T=15mi n T=30m' in

0,025 13 ,5 t1  .  2 14 .613 ,0 0 0 0 0

0.050 18  ,  2 t1  , 5 32. IxS,4 4 ,4x0 ,9 7  , 8 t0  , 8 0 0

0,  100 42 ,6x2 ,343,9x3,225,5x4,727  ,2* ,2 ,6 5 ,8 t1  , 3 8,  2 r3 ,0

0 ,  200 60 ,3 t0 ,365 ,3 t0 ,9 38,7x4,744 ,611  , 0

0,300 18 ,4 t1  , 5 2I .2x4 ,7

0 .500 74 ,0 r0 ,57  4 ,2x0  ,5 62 ,5+1  ,9 63  . 5 t0 ,9 44 ,316 ,648 ,0 t1  .  2

0 ,700 49  ,2x2 , l 52 ,0 *4 ,  1

1 ,000 69  .2*2 ,272 , Ix I ,8 62 ,3x2 ,164 ,2x3 ,2

2 ,000 75,8x0,776  . 8 t1  ,  5
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AIINEXE Væ

hyd  roxvdes

F1
92

to-7  (1)

10 -13 ,7  (1 )

Ch l  o ru res

F1  =  19 -0 ' 98  Q)

92  =  19 -o ' 69  Q)

F3  =  19 -0 ' 55  Q)

B4=0  (2 )

(1 ) :  LOURIE ,  L975

(D  :  S ILLEN e t  MARTELL ,  1964

La  cons tan te  p  t i en t  compte  de  l a  f o rma t ion

( cu2+)  (Complexan t -  )X

de  comp lexes  success i f s

Bx=
Cu(Comp1 exan t )x

t héo r i oues  avec  I e  cu i v te .
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ANNEXE V Iæ

Tab leau  X IV  :  Ca rac té r i s t i ques  phys i co -ch im iques  des  e f f 1uen ts

*  '  Cou leu r  ob tenue  ap rès  homogéné i sa t i on  de  l ' e f f l uen t

E f f  
' l uen t

tes té
Aspect  de
I  ' e f f l  uen t

Co ' l o ra t i  on
de  I  ' e f f  ' l uen t pH

mesuré

Ef f l  uen t  A Phase  aqueuse Cou l  eu r
b  rune

7 ,5

E f f l  uen t  B Phase  aqueuse Cou l  eu r
j aune

7 ,7

E f f l  uen t  C Phase  aqueuse Inco l  o re 9,0

Ef f l  uen t  0 Phase  aqueuse lnco l  o re 7,3

Ef f l  uen t  E Phase  aqueuse Cou l  eu r
j aune  c l  a i  r

5,3

Ef f l  uen t  F Phases  aqueuse ,
o rgan i  que .  so ' l  i  de

Cou l  eu r
b rune  *

8,0
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% d 'ac t iv i té  photosynthé t ique
1 4 0

120

1 0 0

Ên

60

40

20

0
O : O O 0 ; 3 0  1 : O O  1 : 3 0  2 : O O  2 : 3 O

Temps (heures)

- Témoin -- l -  Ef f  luent 25%

3 : O O  3 : 3 0  4 : O O

-v- Ef f luent 20%

4 r 3 O

F iqu re  A  1  :  Tox i c ' i t é  de  l ' e f f  l uen t  A
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% d 'ac t iv i té  photosynthé t ique

1 0 0

'80

60

40

20

n
O:0O O;15 O:30 O:45 1 :OO 1115 1 ;30

Temps (heures)

-  Témoin  -v -  E f  f  luen t  2% -4-  E f  f  luen t

1',45 2:OO 2:15 2:3O

5% -+- Ef f luent 10%

F i  qu re  A  2  :  Tox i  c i  t é  de  l  ' e f  f  
' l  
uen t  C

% d 'ac t iv i  té  photosynthé t ique

0:15 O:30 O:45
Temps après

[_-l Etttuent tO% pH

1:OO 1115 1 :30  '1145 2 :OO
a d d l t l o n  d e  l ' e f  f  l u e n t  ( m i n )

8.2 W Etttuent 10% pH 6.9

F iou re  A  3  :  Compara i son  de  l a  t ox i c i t é  de  1 ' e f f l uen t  C  (à  10%)

pour  2  pH  d i f f é ren ts
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% d 'ac t iv i té  photosynthé t ique

1 0 0

80

60

40

20

a)

1 0 0

80

60

40

20

ô

O:OO 0r15 0 :3O O:45 1 :00
Temps

-  E f  f  t u e n t  O 0 %

1 : 1 5  1 : 3 O  1 : 4 5  2 : O O
(en heures)

---+- Ef f luent 50%

2 : 1 5  2 r 3 O

% d 'ac t iv i  té  photosynthé t ique

O:00 0 :15

-  E f  t luen t

O:30 O:45 1 :OO 1 :15  1 :30  1 :45  2 :OO
'  Temps (en  heures)

1OO% -+  Ef  f  luen t  1OO% -+-  Témoin  *  Témoin

F iqu re  A  4  :  Tox i c i t é  de  1 ' e f f ' l uen t ,  E
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% d 'ac t iv i té  Photosynthé t ique

1 0 0

RÔ

60

40

20

0
0:OO 0:15 O:3O O:45

Ef f luent  Tora l  2%

E f f l u e n t  t o t a l  1 0 %

1 : 0 0  1 : 1 5  1 : 3 0
T a m n c  / f r a r  r r a c \, v r , , v u  \ , , v v r  v v ,

-  t s ' l ï tuen l
-ê -  E f f tuent

1 : 4 5  2 : O O

to ta l  5%

to ta l  20%

2 : 1 5  2 : 3 O

1 : 4 5  2 : 0 0
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