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INTRODUCTION

Les molluscicides constituent un ensemble de produits destinés & lutter contre les
mollusques vecteurs de parasitoses humaines ou animales. Ces mollusques sont des hétes

intermédiaires des parasites et jouent un role, 2 un moment donné, dans leur cycle évolutif,

Ces maladies ont des répercutions considérables en matitre de pathologies humaines :
d'apres des enquétes épidémiologiques menées par I'OMS, 40 % des maladies tropicales sont des
bilharzioses. Elles se retrouvent aussi chez des animaux d'élevage : de nombreux ovins et bovins

sont atteints par ces parasitoses. Ce fléaun entraine des conséquences économiques importantes.

Actuellement, peu de molécules sont disponibles. L'une d'entre elles est encore utilisé sur
le terrain : le Niclosamide (Bayluscidc®). Un autre produit, la N-trityl-morpholine (Frescon®) a
trés vite été abandonnée du fait de sa rémanence importante et de sa grande toxicité sur des
especes animales et végétales non cibles. Le probléme avec les composés actuels réside dans leur
impact qui n'est pas spécifique et qui touche a des degrés variables la faune et la flore. Il est donc
intéressant de rechercher des produits plus sélectifs pour leur cible et moins toxiques pour

T'environnement.



Des travaux antérieurs ont été réalisés depuis quelques années & Limoges sur le 2-
benzamido-5-nitrothiazole (BNT) afin d'étudier son activité molluscicide ou antiparasitaire.
Plusieurs theses et publication décrivent l'efficacité de ce produit et d'un certain nombre de dérivés
halogénés (DUFOUR, 1989 ; VIGNOLES, 1990 ; GRENAILLE, 1991 ; LACOUTURE, 1991 ;
LAJUGIE, 1992 ; TARDIEU, 1994 ; VIGNOLES et al., 1990, 1991, 1994). Notre étude s'inscrit
dans la continuité de ces travaux car nous nous sommes proposé d'étudier l'influence des

conditions expérimentales sur :
- la culture d'Euglena gracilis,
- la préparation des solutions de BNT ou de ses dérivés,

- TIintoxication des euglénes par l'un de ces produits.

Le plan adopté est le suivant :
* Chapitre premier : Etude du matériel biologique : I'Eugléne
* Chapitre deuxiéme : Propriétés des molluscicides et incidence sur 'environnement
* Chapitre troisieéme : Matériel et méthodes
* Chapitre quatrieme : Résultats

* Chapitre cinquieme ; Discussion



Chapitre premier

LLE MODELE ETUDIE : EUGLENA GRACILIS

Tout le régne animal et le régne végétal se sont développés phylogénétiquement A partir
d’8tres vivants unicellulaires (BOURRELY, 1970). Ces derniers ont évolué jusqu’a lheure

actuelle, de la méme fagon que les organismes pluricellulaires.

Les euglenes sont des algues unicellulaires flageilées, trés communes dans les eaux douces.
Parmi elles, nous nous sommes intéressé a l'espéce E. gracilis. Cette derni¢re constitue un

matériel de choix pour les études sur la physiologie cellulaire (besoins nutritifs, croissance, etc).

Dans un premier paragraphe, nous définirons la position systématique d'E. gracilis. Dans
le second, nous présenterons la structure et la morphologie de cette algue a partir de textes
généraux extraits de 'ENCYCLOPEDIA UNIVERSALIS (1988).

L CLASSIFICATION

La littérature permet de classer E. gracilis de 1a maniére suivante :
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Figure 1 : Schéma d'Euglena gracilis d'aprés BOURRELY (1970)
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Phylum : Chromophytes
Embranchement : Pyrrophycophytes
Classe : Euglenophyceae

Famille : Fuglenidae

Genre : Euglena

Espéce : gracilis Klebs 1883
Variété : Z

II. DESCRIPTION

L’eugiéne se présente comme un organisme unicellulaire de couleur verte. Ses dimensions
sontde 50 ym x 12 um lorsque 1'algue est fusiforme (4 pH 3,5) ; par contre, a pH 7,2, elle a une
forme en bitonnet (GORENFLOT, 1975). Parfois, elle se présente groupée en colonies.

L’examen microscopique permet de distinguer un certain nombre de structures (figure 1).

A. CYTOLOGIE
1. La paroi

Les euglénes sont dépourvues d’une paroi squelettique rigide mais le corps est

entouré d’un tégument souple et élastique.

Cette paroi, de nature essentiellement protéique, permet & la cellule de se déformer en
s’étirant, se contractant ou se distordant. Cette membrane est appelée pellicule ou périplaste et

est formée de structures cytoplasmiques associées A la membrane cellulaire.

Elle présente diverses ornementations qui dessinent des bandelettes paralléles disposées
en hélices et qui sont constituées de sillons et de crétes. Ces dernitres s’étendent de la partie
antérieure de la cellule 2 1a partie caudale. Elies sont situées sous la membrane cytoplasmique et
séparées les unes des autres par des sillons plus ou moins profonds. Au moment de la division
cellulaire, une nouvelle créte se développe dans chaque sillon compris entre deux crétes

préexistantes.
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Orgaxu{es Composante Description Observations
cytoplasmiques
Sité 2 l'extrémité antérieure de
Réservoir la cellule. Il s'ouvre 2 l'extérieur § Il contient les flagelles
par le cytostome
Sa caractéristique est qu'iltlje Les deux flagelles prennent
Appareil H s‘ort pasdu réservogr etse fixed | naissance sur des blépharo-
cinétique agelle court l'autre flageile au niveau du plastes localisés auprés du
photorecepteur. réservoir. Chaque flagelle
comprend un axonéme avec
Onduleux et actif. Sa partie libre | 9 doublets périphériques,
Flagelle long | est pourvue de mastigonémes 2 doublets centraux et une
disposés en file hélicoidale gaine dilatée sur le cHté.
Disques lenticulaires de couleur | Composés de 50 % d'eau, de
Structure vert-jaundtre composés d'une protéines (35 & 55 % du poids
double membrane et d'un stroma | sec), de glucides (15 2 30 %)
plastidial. et de lipides (20 4 30 %).
Composés de sacs membranaires
aplatis contenant des pigments Le paramylon est localisé 2
Inclusions chlorophylliens et caroténoides. | l'extérieur des plastes et
Lors de la photosynthése, les formes des réserves
euglénes synthétisent le glucidiques importantes,
Les plastes paramylon (voisin de I'amidon)
Réle mal connu. 11
. interviendrait dans la synthése
Le pyrénoide central des polysaccharides & poids
moléculaire €levé.
Annexes Sensible aux radiations
Stigma (rouge en miscroscopic lumincuses. ?qn§ﬁmé de
hotonique) gouttelettes lipidiques
P q colorées par les pigments
caroténoides.
Situées dans une région .
déterminée du cytoplasme. Elles Rég‘;l ﬁe m;ifg;i‘g:;m Yeau
Pulsatiles expulsent leur contenu 2 osmotiqu .
e en exceés comme les produits
I'extérieur pour se reformer du métabolism
Les vacuoles et immédiatement u ©
inclusions
Digestives L'algue ingére des proies solides | -
Autres Gouttelettes lipidiques _

Corps muciferes

Tableau I : Quelques organites cytoplasmiques d'Euglena gracilis et leurs principales
caractéristiques (d'apres ENCYCLOPEDIA UNIVERSALIS, 1988).
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2 Le noyau

Placé le plus souvent au centre de la cellule, le noyau est volumineux et de forme
sphérique ou allongée. Il est limité par une membrane nucléaire qui persiste au moment de la
division cellulaire. Il contient un ou plusieurs endosomes ou caryosomes (nucléoles persistants

pendant la division).

Les chromosomes restent & 1’état condensé et demeurent visibles pendant tout le cycle
nucléaire. La phase de division débute par la migration du noyau vers la région antérieure de la
cellule. Lors de la division cellulaire, un faisceau de microtubules s’organise prés des

chromosomes. La multiplication est un phénomeéne asexué.

3. Autres constituants cellulaires

Le tableau I répertorie les principaux organites et précise quelques unes de leur

caractéristiques.
Mais il existe d'antres constituants. Parmi ces derniers, il est intéressant de considérer ;

- Le chondriome : il est formé d’un réticulum ramifié et gréle. Sa morphologie est encore
mal connue, cependant on sait qu'il dessine des mailles irréguliéres autour des chloroplastes, du
noyau et du réservoir. Ce chondriome semble étre formé d’une multitude de petites

mitochondries, sphériques ou en bétonnets dispersées dans toute la cellule.

Comme tous les organismes eucaryotes, la cellule renferme aussi des ribosomes et un
réticulum endoplasmique. Ce dernier s’étend en une nappe sous-pelliculaire dans toute

la cellule.

- L’appareil de Golgi, formé de dictyosomes épais, est constitué par 1’empilement de
saccules. Certains sont associés & la vacuole pulsatile. Il a une activité hypersécrétoire au début

de la division cellulaire.
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B. BIOCHIMIE

Chez l'euglne, on peut caractériser deux grands points du métabolisme : les éléments
responsables des réactions biochimiques et ceux issus de ces transformations (GORENFLOT,
1975). Nous nous sommes intéressé, dans le premier cas, aux seules structures permettant de

capter I'énergic lumineuse (les pigments) et, dans le deuxi®me cas, aux polysaccharides

synthétisés.

L. Pigments des plastes

Parmi ces pigments, on peut distinguer deux familles : les chlorophylles et les
dérivés caroténoides.

a. Les chlorophylles

Ces pigments sont obtenus & I’état brut par broyage et macération d’algues
dans I'alcool ou I’acétone. Les cellules contiennent deux types de chlorophylle. La chiorophylle
a (Cs5H7,05N,Mg) est la plus fréquente. Ce pigment est responsable de la transformation de
I’énergie lumineuse en énergie chimique. On la trouve dans toutes les algues. La chlorophylle b

(C55H770¢N,Mg) existe dans les cellules en plus petite quantité que la précédente.

b. Les pigments caroténoides

Chez les algues, Les pigments caroténoides sont toujours associés aux
chlorophylles. Hs sont composés de carotenes (CyoHsg) et de leurs dérivés oxygénés : les
xanthophyliles. On trouve surtout, dans les chloroplastes des algues, le caroténe B et des

xanthophylles plus riches en oxygéne que celles des plantes supérieures.

Ces pigments sont présents dans Ies cellules mobiles, animées de phototactisme,
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2, Produits issus du métabolisme

Les chromophytes sont caractérisées par leur incapacité & synthétiser I’amidon.
Ainsi les euglénophycées contiennent le paramylon. Les gouttelettes lipidiques peuvent, elles
aussi, €tre des produits du métabolisme. Elles constituent le produit de la photosynthése le plus

facile & mettre en évidence.

C. BIOLOGIE

A partir de textes généraux, nous allons présenter la biologie d'E. gracilis. Nous
examinerons successivement la reproduction de cette algue, sa mobilité et son comportement

nutritionnel.

1. Reproduction

La reproduction asexuée se fait par scissiparité longitudinale de la cellule. Elle est
précédée par la duplication de la cinétide. Cette division cellulaire se poursuit au niveau du
réservoir et s’étend vers 'extrémité caudale en suivant des interbandes cuticulaires. L’appareil
pharyngien disparait en début de la mitose et se reforme par la suite dans chaque cellule fille.
Chaque cellule recoit la moitié des bandes cuticulaires ; de nouvelles crétes se formeront au cours
de la croissance. Pendant la division, il y a partage du matériel génétique entre les deux cellules
filles.

La reproduction sexuée n’a pas ét€ mise en évidence chez E. gracilis.

2, Mobilité

Chez les euglénes, la progression est une nage selon une trajectoire hélicoidale. Les
différents mouvements qui animent les algues sont dus 3 des déformations des bandes cuticulaires.
Dans des conditions défavorables, les euglénes cessent tout mouvement, s’arrondissent et
s’entourent d’une épaisse couche de mucilage formant une enveloppe kystique. Il faut noter que

le pH est un facteur important car il conditionne la mobilité de algue : & pH 3,5, les cellules
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présentent une mobilité réduite au début de ’expérience alors qu'a pH 7,2, les cellules sont trés
mobiles,

3. Nutrition

Les euglenes peuvent é&tre phototrophes, hétérotrophes, phagotrophes
(OUTIFRAKH, 1984).

Toutes sont photo-auxotrophes et ont besoin de vitamines pour croitre (B, B;,). Bien
qu'E. gracilis posséde de nombreux chloroplastes contenant de la chlorophylle et des pigments
carotenoides permettant une activité photosynthétique en présence de radiations lumineuses, elle
est hétérotrophe facuitatif. En effet, les euglénes sont capables de se développer & 1’obscurité si

le milieu est enrichi de substances organiques.

Cultivées & I'obscurité, les euglenes s’étiolent. Elles perdent alors leurs chloroplastes qui

se transforment en proplastes par perte de la structure lamellaire et des pigments.

Remises & la lumiére, les algues reprennent leur métabolisme initial : elles régénérent les
lamelies et resynthétisent de la chlorophylle. Cette reprise a lieu aprés une phase de latence de 3
a 12 h, La transformation est donc réversible. Cependant, les algues restent définitivement
incolores lorsqu'elles subissent l'action de divers facteurs physiques (rayons ultraviolets,
températures extrémes) ou chimiques (antibiotiques). Ces traitements sont donc capables d’inhiber
la multiplication des plastes. Les cellules deviennent alors hétérotrophes strictes aplastidiées.

4, Ecologie

Les besoins nutritifs des euglénes expliquent leur abondance dans les eaux riches
en substances organiques. Elles sont nombreuses dans les étangs, les mares, les fossés, sur les
fonds boueux ou sur la terre humide. De plus, elles peuvent supporter des variations de pH

importantes (de 3,52 9).

Soumis & un rythme régulier d’éclairement, E. gracilis présente une trés bonne

synchronisation naturelle due au fait que Ia plupart des synthéses ont lieu au moment de la période
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lumineuse. Si la durée de la photopériode est bien choisie, les divisions cellulaires se font en

période nocturne,

Les euglénes sont de bons indicateurs de pollution, en raison de leur sensibilité aux agents
physiques et chimiques. Elles apparaissent donc un matériau biologique intéressant dans le cadre

de 1'étude que nous avons entreprise.
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Chapitre deuxiéme

PROPRIETES DES MOLLUSCICIDES ET
INCIDENCE SUR L’ENVIRONNEMENT

Dans ce chapitre, nous rappélerons des généralités concernant les molluscicides en nous
appuyant sur les résultats parus dans la littérature. La premiere partie présentera successivement
I'intérét de l'utilisation des molluscicides, les parasitoses concernées et la lutte contre ces
derniéres. Dans le second paragraphe, nous étudierons les différents types de molluscicides en
précisant notamment leur origine. Nous terminerons ce chapitre en montrant l'importance de

lI'impact des molluscicides sur l'environnement.

L GENERALITES
A, POURQUO! UTILISER CES MOLECULES ?

Les mollusques jouent un rdle de premi¢re importance dans la transmission de certaines
maladies parasitaires. Le contr6le des populations de mollusques, hotes intermédiaires, est donc

un moyen de lutter contre de nombreuses parasitoses : en interrompant le cycle évolutif des
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parasites, on supprime le risque d’infestation de I’homme et Ia lutte molluscicide peut se révéler

étre un procédé prophylactique trés intéressant.

A Theure actuelle, le marché des molluscicides est trés limité en raison de leur absence de
sélectivité vis-a-vis des espeéces cibles. Comme il n'existe pas de molluscicides que I'on puisse
utiliser dans toutes les situtions épidémiologiques, le produit & employer sera donc choisi en
fonction de certaines caractéristiques : la cible, I'incidence sur la faune et la flore, et le cofit de son

utilisation.

B. QUELS SONT LES PARASITES CONCERNES ?

Les mollusques interviennent trés souvent dans le cycle biologique de parasites. Ce sont
des hotes intermédiaires alors que 1’homme et les animaux domestiques sont les hotes définitifs,
Deux grandes familles de parasites ayant des mollusques comme hétes intermédiaires sont bien

connues |

1. Les douves
Plusieurs espéces sont responsables de ces maladies parasitaires.

La grande Douve (Fasciola hepatica) est un parasite cosmopolite qui se rencontre chez
les herbivores domestiques. Elle provoque la distomatose hépatobiliaire qui est une maladie
caractérisée par un affaiblissement et une cachexie. Cette parasitose doit donc étre
systématiquement dépistée et traitée pour des raisons économiques. I est exceptionnel que
I’homme s’insére dans le cycle parasitaire en consommant du cresson sauvage pollué par les
déjections des animaux contaminés. L’hote intermédiaire de F. hepatica est le mollusque Lymnaea
truncatula (EUZEBY, 1971),

On peut citer aussi la petite Douve (Dicrocoelium dendriticum). Ce parasite est fréquent
dans les voies biliaires des Mammiferes herbivores et il est responsable, lui aussi, de la
distomatose. Le cycle de développement de ce parasite fait intervenir deux hétes intermédiaires :
un Mollusque et un Insecte. Le premier est un Pulmoné terrestre appartenant au genre

Cochlicopa, Helicella ou Zebrina. L'autre est une fourmi.
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Localisation

Mollusque hote

Schistosoma Maladie A .
géographique
. . . . Afrique, Moyen- Bulins, souvent
haematobium Bilharziose vésicale Orient, Inde Bulinus truncaius
intercalatum Bilharziose rectale Afrique centrale Bulins
Jjapornicum Bilharzioge artério- Extréme-Orient Oncomelania sp
veineuse
Antilles, Amérique
. Bilharziose du Sud, Afrique, ) .
mansont intestinale Proche- et Moyen- Biomphalaria sp

Orient

Tableau II : les quatre types de bilharzioses.
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2, Les schistosomes

Ce sont des Vers appartenant au genre Schistosoma. Ces parasites provoquent des
bitharzioses qui sont trés fréquentes en pays tropicaux. Cette maladie, dont I'évolution est lente,
est due a la pénétration transcutanée du parasite. Ces parasitoses atteignent 200 & 300 millions
d’individus et occupent, apres le paludisme, le second rang des grandes endémies tropicales et
subtropicales. Leur répartition géographique est en relation directe avec la présence de mollusques

hbtes intermédiaires.

Le tableau II répertorie les quatre espéces de Schistosoma qui sont reconnues chez

Phomme et qui ont des htes intermédiaires différents.

La lutte contre les mollusques hdtes constitue donc un des éléments essentiels dans le
controle des maladies parasitaires.

C. QUELLES SONT LES METHODES DE LUTTE ?

On peut pratiquer la lutte au moyen de substances chimiques qui tuent les mollusques et
souvent aussi leurs ceufs, ou bien utiliser divers procédés qui contrarient le développement et

empéchent la pullulation des mollusques.

1. Lutte chimique

Les mollusques, du fait de la minceur de leurs téguments, sont trés sensibles aux
substances toxiques répandues dans I’eau. Par conséquent, ces produits peuvent alors agir 4 des
concentrations tres faibles. La lutte chimique est un procédé qui peut s'avérer efficace. Cependant,
il n’existe pas, a Theure actuelle, de molluscicide spécifique, c’est-a-dire toxique uniquement sur
une ou plusieurs espéces de mollusques cibles. De plus, ce sont des substances chimiques qui ont

trés souvent des effets secondaires indésirables sur la faune et la flore.

La lutte contre les parasitoses consiste aussi & limiter la dissémination des féces de
’homme. D’autre part, il faut réduire la contamination humaine par 1’éducation sanitaire et traiter

les porteurs de parasitose par une chimiothérapie.
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Les qualités requises d’un molluscicide idéal sont les suivantes (GAYRAL et CAVIER,
1977 ; LEVEQUE, 1990) :

étre toxique pour les différentes espéces d’hite intermédiaire
des parasites humains et animaux.

i

étre actif & faibles concentrations sur tous les stades de

2 développement du mollusque {ceuf, jeune, adulte).

3 €tre stable dans I'eau et vis-2-vis du substrat.

4 n'étre que trés peu absorbé par les végétaux aquatiques.

5 ne pas €fre .toxique pour l’home, ni pour 1e§ fmimaux

domestiques aux concentrations molluscicides,

6 ne pas donner de résidus toxiques dans les cultures.

7 ne pas étre toxiquc.pour la flore et la faune des‘ collections
d’eau oil vivent les mollusques 3 détruire.

8 étre de manipulation facile et sans danger.

9 &tre bon marché et de bonne conservation.

10 ne pas induire 3 long terme un déséquilibre des écosystémes
dans les conditions normales d’application.

Actuellement, la destruction des mollusques est souvent obtenue par une association de
molluscicides et de mesures physiques visant 2 modifier le milieu pour le rendre inhospitalier aux
mollusques. Mais Ia pollution du milieu, le remplacement par une autre population de mollusques

plus envahissante et le déséquilibre de I’écosystéme sont les principaux facteurs a redouter.

Toutes ces caractéristiques idéales ne se retrouvent pas simultanément dans les
molluscicides actuels. C’est pourquoi les chercheurs continuent 4 évaluer 1’activité molluscicide

des produits nouvellement synthétisés.

Aussi, des travaux effectués sur le terrain comme ceux de RONDELAUD (1986, 1988 a,
1988 b) ont permis de mettre en évidence ces différents points. Par épandage d’un molluscicide
choisi (chlorure de cuivre) et par introduction, dans le milieu, de mollusques prédateurs, I’auteur
4 défini I’'impact de la lutte chimique et de la lutte biologique sur une population de Limnées

tronquées au cours du temps.
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2. Lutte biologique

La fréquence d'apparition des mollusques dépend de plusieurs facteurs dont :

- Les caracteres physico-chimiques de 1’eau o1 ils vivent, sa teneur en composés

organiques ou son débit.

- La végétation aquatique dont la présence favorise 1’alimentation et sert de support aux

pontes.

Aussi, des procédés agissant sur ces différents parametres sont-ils utilisés pour rendre la

vie des mollusques impossible et diminuer leur nombre :

- Les mares et les marais servant de gites aux mollusques peuvent étre desséchés. Les
canaux d’irrigation et de drainage doivent &tre congus et installés de fagon 4 empécher
le développement des mollusques. La solution idéale serait d’établir un résean
souterrain : cette méthode présente le double avantage d’éliminer & coup siir les hotes
vecteurs et de soustraire le réseau & la pollution. L’inconvénient reste le prix élevé de

Pinstallation.

- On peut aussi planter des végétaux toxiques pour les mollusques le long des canaux.
Clest le cas de Balanites aegyptiaca qui contient un principe toxique. La chute
spontanée de ses fruits dans 1’eau pourrait suffire & tuer les mollusques mais aussi les

poissons.

- Des animaux destructeurs de mollusques tels que certains Qiseaux aquatiques, des

Poissons ou des Crustacés peuvent étre acclimater dans les gites.

- Méme si elles ne sont pas modifiables, les conditions climatiques (éclairement,
température, précipitations) jouent également un rdle important sur la croissance de la
population des mollusques. L’activité humaine peut aussi favoriser ou limiter la

pullulation des mollusques.

Sides moyens mécaniques sont parfois utilisables pour lutter contre certaines parasitoses,
dans beaucoup de cas, le controle des vecteurs par I’utilisation de pesticides est le seul moyen

d’interrompre la transmission.
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Produits

Propriéiés et mécanisme d'action

Niclosamide

1
%
C
/
OgN N
H OH
cl

insoluble dans l'eau ;

transfere ies protons 2 travers la membrane interne de la mitochondrie
ce qui provogue {'inhibition de la synthése d'ATP ;

trés toxique pour les mollusques et leurs ceufs ;

la dose létale varie inversement avec la température, Il est donc
préférable d'appliquer Mollutox® (ou Bayer 73) au printemps ou en été
(EL-GINDY, 1975 a).

ténicide trés actif.

N-trityl-morpholine

O
—N 0
\—/

insoluble dans l'ean ;

stable aux différents facteurs de P'erivironnement : lumiére solaire,
végétation, boues ;

non actif en milieu acide car il s'hydrolyse en dérivés inactifs ;

effet rémanent de l'ordre de 3 semaines dans les milieux favorables ;
agit au niveau des membranes musculaires en stimulant l'entrée de
calcium dans les cellules ce qui provoque des contractures musculaires
trréversibles entrainant la mort par tétanie permanente ;

actif sur les mollusgues jeunes et adultes mais pas sur les oeufs.

Phénols halogénés
Ccl QH

cl cl

Cl Cl

Tis inhibent la synthése d'ATP (CORBETT, 1974) : mécanisme d'action
identique & celui du niclosamide au niveau de la membrane interne de la
mitochondrie en raison de 'existence de la fenction phénol ;

les substituants halogénés, éléments électro-attracteurs, permettent
d'augmenter 'acidité de cette fonction ;

le cycle benzénigue assure, quant 3 lui, la lipophilie nécessaire 4 la
molécule pour la diffusion membranaire ;

ils sont sensibles & la lumiére, peu rémanents et non sélectifs.

Dérivés métalliques :
C112+, FeZ+

poisons respiratoires actifs car ils inhibent les enzymes du cycie de
Krebs ;

le sulfate de cuivre est I'un des sels utilisés. L'activité est rapide & fortes
doses mais elle est réduite en présence de matiéres organiques, de
boues ¢t & pH ¢levé,

Dérivés du BNT

Ry

o]
N \C
O
s N\
OZN H RS

Ra

Ry

toxicité renforcée par la présence d'atomes d'halogénes

sur le cycle benzénique ;

activité molluscicide plus marguée sur les sujets jeunes que sur les
sujets adultes.

Tableau II1 : Les principaux molluscicides et leurs propriétés (d'aprés MOUKRIM, 1987,

modifié par VIGNOLES, 1990)
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II. DIFFERENTS TYPES DE MOLLUSCICIDES
A, MOLLUSCICIDES D’ORIGINE CHIMIQUE

1l existe cing classes de molluscicides d’origine chimique (GAYRAL et CAVIER, 1977)
mais, actuellement, seuls deux produits sont commercialisés (le Niclosamide et le Frescon®). Les

principales classes de molluscicides ainsi que leurs propriétés sont répertoriées dans le tableau IIL
- Les dérivés du salicylanilide

Le principal représentant de cette famille est le Niclosamide. Ce dernier est rarement
employé & Iétat pur. Il est souvent utilisé sous forme de sel d’éthanolamine. On en distingue trois
formes : en poudre mouillable & 60 % de principe actif (Mollutox®), en poudre mouillable 3 70
% de principe actif (Bayluscide®) et en concentré émulsionnable 3 25 % de principe actif
(Clonitralide®).

- Les dérivés du triphényl-méthane

On trouve la N-trityl-morpholine (ou N-triphénylméthyl-morpholine) plus connue sous le
nom Frescon®. Comme le Niclosamide, le Frescon® encore appelé Trifenmorph, est 1’un des seuls
molluscicides organiques 2 étre utilisé sur le terrain. Il est insoluble dans ’eau. Les différentes

formes du commerce comportent 16,5 % de principe actif.
- Les phénols halogénés

IIs ont une activité toxique vis-2-vis des mollusques et un mode d’action semblable 2 celui
du niclosamide. Habituellement, on utilise le pentachlorophénate de sodium en raison de son faible

coiit et de sa grande solubilité dans I’eau.
- Les sels métalliques

Iis se révelent étre de bons molluscicides en raison de leur pouvoir inhibiteur sur certaines
enzymes intervenant dans le cycle de Krebs. Les produits les plus efficaces se présentent sous
forme de sulfates (sulfate de cuivre) et de chlorures (chlorure de fer, chlorure de cuivre). Ces
derniers, de manipulation aisée, se solubilisent relativement bien dans 1’eau, ce qui rend leur
épandage trés facile. IIs sont totalement ionisés en solution aqueuse permettant ainsi la libération

du principe actif sous forme d’un cation bivalent.
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- Les dérivés du 2-benzamido-5-nitrothiazole

Ils ont été synthétisés & la fin des années 1970 afin de fournir une alternative au
Niclosamide sur le marché des molluscicides. Depuis, ces molécules ont fait 1'objet de plusieurs
études au laboratoire. Elles seront traitées plus en détail dans un paragraphe ultérieur,

B. MOLLUSCICIDES D’ORIGINE VEGETALE

Certains végétaux ont la capacité de synthétiser des substances possédant des propriétés
molluscicides (TAURISSON, 1991). Parmi ces végétaux, nous pouvons distinguer par exemple
Phytolacca dodecandra (Phytolaccacées), Swartzia madagascariensis (Papilionacées). Ces
produits sont moins cofiteux que les molluscicides synthétiques et dans l'ensemble beaucoup

moins toxiques pour l'environnement.

La sélection des plantes utilisables n'est cependant pas toujours facile. En effet, le choix
d'une plante se fait selon des conditions bien particuliéres, si bien que malgré le nombre important
de nouvelles plantes étudiées, trés peu offrent les critéres de choix pour une application A grande
échelle.

Plusieurs auteurs ont défini les conditions & remplir par une plante pour étre utilisée
comme molluscicide (KLOOS et Mc CULLOUGH, 1982 ; MARSTON et HOSTETTMANN,
1985) :

Les plantes molluscicides doivent pousser en abondance dans
1 la région d'endémie et doivent étre adaptées aux conditions
climatiques de la région.

Le type de plante : on préfere les plantes vivaces aux plantes
2 annuelles. Leur taux de propagation doit étre élevé. Leur
culture doit nécessiter un minimum de travail et un cofit faible.

Les parties de plante : la plus grande quantité de principe actif
3 molluscicide doit se trouver dans des parties de plantes
régénératrices (baies, fleurs, fruits, feuilles...),

Le rendement : on doit obtenir un rendement élevé de matériel

4 molluscicide par plante et par unité de surface cultivée.
Le stockage : les plantes produites de maniére saisonniére ne
5 doivent pas perdre de leur pouvoir molluscicide pendant un

stockage d'au moins un an.
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L'extraction : les principes actifs doivent étre extractibles i
6 J'aide d'un appareillage simple et ceci afin que les populations
locales puissent effectuer aisément cette opération.

7 L'application : les procédés d'application doivent étre simples
ct sans danger pour 'opérateur,

L'activité molluscicide : elle doit &tre élevée. | est intéressant
8 aussi d'utiliser des produits détruisant également les oeufs des
mollusgues.

La stabilité physicochimique : l'activité molluscicide doit étre
9 conservée lors de variations diverses (pH, luminosité,
température, pollution...).

La toxicité : elle doit étre élevée pour les organismes cibles
10 (mollusques) mais faible ou nulle pour la faune et la flore non
visées,

Des utilisations complémentaires : il est intéressant que ces
11 mémes parties de plantes conviennent pour d'autres emplois
locaux, domestiques ou industriels.

Parmi les classes de composés chimiques étudiés, les saponines semblent &tre les
substances molluscicides les plus prometteuses. 11 existe de nombreuses plantes 4 saponines telles
que Agave sisalana (famille des Agavacées) et Cornus florida (famille des Cornacées). Elles ont
une activité¢ molluscicide importante et équivalente a celle des molécules de synthése, De plus,
clles sont présentes en grande quantité dans les plantes (PARIS et HURABIELLE, 1981).

Les tanins, eux aussi, représentent une grande classe de composés molluscicides en dépit
d'ane toxicité nettement inférieure A celle des saponines. Ils sont présents dans de nombreuses
especes d'acacias tels que Acacia nilotica ou arbre Sunt (AYOUB et YANKOV, 1987). Ce
dernier est trés commun dans 1'Est et I'Ouest du Soudan ainsi qu'en Afrique occidentale. Cette

plante est riche en tanins qui ont des propriétés astringentes, cicatrisantes et hémostatiques.

HI. INCIDENCE DES MOLLUSCICIDES SUR L’ENVIRONNEMENT
A, MODALITES DE L’ETUDE D’IMPACT

L’écotoxicité d’une substance chimique est difficile & mettre en évidence et A apprécier.
En effet, tous les produits pesticides poss¢édent en commun plusieurs caractéristiques -qui

conditionnent les particularités des perturbations écologiques qu'elles entrainent :
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- un spectre de toxicité étendu sur la faune et la flore.

- 'utilisation de ces substances sur une espéce cible,

- des quantités utilisées souvent supérieures i celles qui seraient nécessaires.
- la persistance 4 long terme dans les sols et les eaux de résidus (rémanence),

- des surfaces exposées aux épandages souvent trop importantes.

Les études effectuées sur le terrain ou 2 la suite d’enquétes épidémiologiques doivent étre
précédées par des essais en laboratoire reproduisant les écosystémes 2 traiter. L'intérét de ces
essais est de déterminer dans des conditions opératoires définies (milieu, pH, température,
concentrations, solvant, voie d’absorption, durée d’exposition) 1'activité d’une substance chimique

au sein d'une population homogene appelée réactif biologique.
Pour réaliser ces expériences, on utilise deux lots d’organismes :

- un lot soumis & des doses ou des concentrations croissantes de solutions contenant le

produit toxique.
- un lot placé dans une solution sans toxique : ¢’est le lot témoin,

Ces essais préliminaires permettent alors de déterminer soit par le calcul soit

graphiquement :

- Ia dose ou la concentration de la substance étudiée responsable des effets cytostatiques,
cytotoxiques ou létaux. On peut, par exemple, déterminer une concentration ou une

dose provoquant la mort de 50 % des individus de la population (CL5q, DL4g).
- le pourcentage de la population ayant réagi 2 I’effet toxique.
- la durée de I’exposition.

Ces essais sont trés utiles pour réaliser une comparaison entre des composés nouveaux
et un produit de référence. Cependant, ils ne peuvent pas étre le reflet parfait des événements qui

risquent de se produire dans I’environnement du fait :
- des conditions opératoires choisies arbitrairement.
- des possibilités multiples d’interprétation des résultats.

- de la multiplicité des organismes concernés.
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Il s’agit cependant d’une étape préliminaire indispensable avant toute application de
produits toxiques & grande échelle dans ’environnement.

B, L'IMPACT DES MOLLUSCICIDES

De nombreux pesticides sont systématiquement évalués sur les mollusques qui sont les
principales cibles, mais aussi sur ’environnement en étudiant leurs effets sur les algues, les

poissons et les crustacés.

1. Sur les Algues
a. Réle de ces plantes

Elles jouent un réle trés important dans 1’environnement et interviennent
dans divers domaines (GORENFLOT, 1975). Les algues sont notamment capables, dans les
milieux aquatiques, de libérer par l'intermédiaire de la photosynthése de grandes quantités
d’oxygene. Cet oxygene est utilisé par les microorganismes hétérotrophes aérobies et permet, par
des réactions d’oxydation, la dégradation des matitres organiques. Elles constituent aussi un

élément indispensable dans les chaines alimentaires,

Parmi celles-ci, E. gracilis constitue un réactif biologique intéressant & utiliser en
Iaboratoire pour 1'étude de 1a toxicité des produits vis-2-vis des végétaux (CABRIDENC, 1977).
Ces algues sont faciles & cultiver in vitro et leur temps de multiplication est court. De plus, on
peut obtenir des populations homogenes présentant une bonne sensibilité aux pesticides. Les
algues se développent sur un milieu nutritif approprié dont la composition est décrite dans
l'annexe 1. Gréce & leur capacité d'adaptation 3 une large gamme de pH, nous avons réalisé nos
expériences a deux pH. A pH 3,5, elles sont fusiforme et se multiplient rapidement. A pH 7,2,

elles ont une forme en bitonnet et leur croissance est moins importante.
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b. Evaluation de la toxicité sur les algues

Plusieurs essais utilisant les eunglénes comme modele ont ét€ décrits dans
la littérature,

- Des €tudes visant & montrer les effets des ions métalliques (fer, cuivre, ...) sur I'intensité
respiratoire d’E. gracilis ont été réalisées par EDJLALI et CALVAYRAC (1991). Elles ont
montré une augmentation des échanges gazeux (dégagement d’0, et fixation de CO,) chez ces

algues lorsqu’elles €taient en présence de 1'un de ces ions.

- Un travail sur 'influence d’un herbicide, le C.ILP.C. (chloro-isopropyl-phényl-
carbamate), sur I’eugléne révele que cette molécule a une action inhibitrice sur la croissance des
algues ainsi que sur la synthese des pigments et la photosynthése (ROUX, 1984), Cette sensibilité

augmente avec la dose d’herbicide.

- D’autres recherches ont permis d'étudier 1'action du cadmium sur des cellules
d’E. gracilis (BONALY-CANTAREL, 1988). Les courbes de multiplication montrent que le taux
de croissance et la densité cellulaire sont fonction de la concentration en ion cadmium dans le
milieu, Cependant, ces algues peuvent acquérir, au cours du temps, une résistance vis-2-vis du

métal : cette derniere apparait comme définitivement acquise.

- Enfin, les euglénes sont sensibles aux dérivés du BNT (DUFOUR, 1989 ; GRENAILLE,
1991 ; LACOUTURE, 1991). Cette sensibilité se manifeste notamment par une inhibition de la
croissance. Les résultats montrent qu’aux doses utiles pour avoir des effets molluscicides, ces

molécules ne sont pas toxiques pour I'eugléne et stimuleraient méme la multiplication des cellules.

2. Sur les Poissons et les Crustacés

Plusieurs études ont été réalisées sur ces animaux en raison de leur position
terminale dans les chaines alimentaires. En effet, ces derniers peuvent concentrer les résidus des

pesticides.

- Une étude a montré que le Niclosamide (BAYER, 1970), utilisé 3 dose molluscicide,
est toxique pour les Poissons et les grenouilles. Cependant, il reste utilisé car il ne

s’accumule pas dans le sol.
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- Le sulfate de cuivre est, lui aussi, toxique pour les poissons (GAYRAL et CAVIER,
1977).

- Des travaux concernant un macrocrustacé de la faune associce appelé Gammarus pulex
pulex ont été effectués (RENAUDIN, 1987 ; VIGNOLES, 1990). Cet Invertébré est
souvent utilisé dans les tests de toxicité,
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Chapitre troisiéme

MATERIEL ET METHODES

Ce chapitre présente les dérivés du BNT étudiés ainsi que les protocoles expérimentaux

que nous avons appliqués tout au long de nos essais.

L MATERIEL BIOLOGIQUE
A, ENTRETIEN DE LA SQUCHE

La souche provient du Laboratoire de Biologie Cellulaire, de la Faculté de Pharmacie de
Chétenay-Malabry (Hauts-de-Seine). Elle a ét€ fournie par Madame le Professeur Bonaly. Les
euglénes sont cultivées au laboratoire dans le milien de Schiff (GREENBLATT et SCHIFF,
1959). Elles sont entretenues dans une enceinte climatique avec des conditions constantes :
température de 25 °C, culture avec un cycle d'éclairement nycthéméral de 12 heures. Ces
conditions sont similaires & celles que VIGNOLES (1990) a utilisées lors d'études sur d'autres

dérivés du BNT et le méme matériel biclogique.

Les algues poussent dans des flacons stériles en plastique type boite de Roux (80 cm? de

surface), Ce type de flacon est intéressant car le volume de milieu 2 utiliser est assez faible, il est
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Figure 2 : Courbe de croissance théorique des euglénes (MILLET, 1984)
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de manipulation facile et les risques de contamination sont réduits. De plus, la lumigre passe &

travers le milieu méme avec une densité cellulaire importante.

La souche est repiquée chaque quinzaine de telle fagon que les algues se trouvent en
phase exponentielle au début de I'expérience. L'entretien des euglénes se fait sur 50 ml de milieu
nutritif préalablement stérilisé & ’autoclave. Les euglénes sont ensuite ensemencées sur ce
nouveau milieu par prélévement de 1 & 2 ml de la culture précédente. Toutes ces opérations sont

effectuées stérilement sous une hotte a flux laminaire pour éviter toute contamination.

B. CINETIQUE DE CROISSANCE

Nous maintenons la culture pendant 12 jours afin d’obtenir un cycle de croissance
complet. La majorité du produit toxique est dégradée au bout de 4 jours d’oll une diminution de
sa concentration dans le milieu. Il faut ensuite compter 4 3 5 jours de plus pour permettre une

reprise de la croissance des algues jusqu’a obtention d’un palier maximum.,

D’aprés MILLET (1984), la cinétique de croissance d’une culture d’euglénes

représentée en coordonnées semi-logarithmiques se décompose en six phases (figure 2) :

- Phase de latence : elle est bréve et correspond au temps d’adaptation de 1’algue 2 son

nouveau milieu.
- Phase de démarrage : les englénes commencent & se multiplier activernent.

- Phase de croissance exponentielle : la multiplication des euglénes est optimale, Dans

cette phase on observe la vitesse de croissance la plus €levée.

- Phase de ralentissement : le milieu s’appauvrit du fait d’une population cellulaire de

plus en plus dense.

- Phase stationnaire : on observe un arrét de la croissance des euglénes dii & un
épuisement des ressources énergétiques du milieu de culture. Dans cette phase, la
population reste constante car les cellules consomment leurs propres réserves

nutritives.
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3-chloro-BNT H 6} H H H
2,6-difluoro-BNT F H H H F

Tableau IV : Les dérivés du BNT étudiés
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er ature de Facteur étudié Description Observation
expérience
Nature du milieu | - Milieu de Schiff H35
de culture - Milieu lactate P2
Croissance des | Lumidre - Eclairement 12 h diurnes Sur milieu de Schiff,
- Obscurité apH3,5
euglénes
g:?ﬁf:aﬁzgzl - Témoin Sur milieu de Schiff,
(PEG 400) -1%,2%,4% ou8 % apH3,5et7.2
Concentration Charge initiale de 2,6- Sur milieu de Schiff,
constante en diﬂuoro-lBNT allantde 2 & apH3,5
PEG 400 (4 % 64 mg.l”
Récupération @ %) £
du toxique Concentration L
(Avant et aprés | croissante en gjlﬁfgfo{%%eﬁfaiﬁe 23 Sur milieu de Schiff,
filtration sur PEG 400 (0,22 64 mo 11 ‘ apH3,5
membrane 6.4 %) &
0,22 pm) .
Charge initiale de 2,6- - .
Toirnce | diluoro-BNToude BNT | U T e
égale 3 30 mg.I ? ?
Inhibition de la N - .
—_ X Détermination de la pCl,, Sur milieu de Schiff,
Intoxication croissance apH3,5et7,2 avec
des euglénes : e 3-chloro-BNT
Mortalité Détermination de la pCLsy € 5-chioro-

Tableau V : les diverses expériences et leurs caractéristiques

37




- Phase de décroissance : toutes les réserves sont épuisées, les cellules commencent a

mourir, Cette phase n’a jamais été atteinte lors des manipulations.

II. LESDERIVES DU BNT

Certains dérivés du BNT possédent une forte activité molluscicide et antiparasitaire
(CAVIER et al., 1978 ; MADULO-LEBLOND et al., 1981). 1ls pourraient donc étre employés
pour lutter contre les mollusques, vecteurs de parasitoses. Une telle utilisation entrainerait la
dispersion des produits dans ’eau et I’environnement, il est donc important de connaitre les

propriétés physico-chimiques de ces produits.

Ces composés possédent en plus une photosensibilité et thermosensibilité : en effet, la
décomposition des dérivés du BNT en solution aqueuse est activée par la lumiere et la

température. Le pH joue également un réle dans la dégradation.

En plus du BNT non substitué, nous avons étudi€ 2 dérivés du BNT : le 2,6-difluoro-
BNT, le 3-chloro-BNT. Le tableau IV résume la structure chimique de chaque dérivé.

HI, PROTOCOLE D'ETUDE

Le tableau V présente les principales caractéristiques de nos expériences. Nous en avons

réalisé trois types :

- L'action de trois facteurs sur la croissance des euglénes. L'un d'entre-eux concerne la
nature du milieu de culture (& pH 3,5). Les deux autres sont 1'éclairement et la
concentration en PEG 400 (sur le milieu de Schiff, & pH 3,5).

- L'action de trois autres facteurs sur la récupération du toxique avant et aprés la
filtration. I s'agit de la concentration en PEG 400 (croissante ou constante) d'une part,
de la durée de I'expérience, d'autre part, permettant d'apprécier le vieillissement du

produit dans le temps.

- L'intoxication des euglénes par le 3-chloro-BNT afin de déterminer sa cytostaticité
(pClsp) et sa étalité (pCLsg).
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Figure 3 : Préparation de la gamme de concentrations 2 pH 3,5 et 3 pH 7,2.
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IV. METHODOLOGIE
A. MILIEUX DE CULTURE UTILISES

L'un d'entre-eux est le milieu de Schiff encore appelé milieu glutamate (GREENBLATT
et SCHIFF, 1959) qui apporte tous les éléments nécessaires au développement de la cellule. 11
permet aux euglénes de pousser méme 2 I’obscurité. Sa composition est indiqué dans 1'annexe 1.
Le milieu, que nous avons préparé, a un pH de 3,5 et correspond 2 une solution deux fois
concentrée. De celle-ci, on préleéve 25 ml auxquels on ajoute 25 ml d’eau distillée ce qui donne
un milieu une fois concentré que 1’on stérilise & ’autoclave. Cette préparation est utilisée pour le

repiquage des euglénes.

L'autre est le milieu lactate. Sa composition est donnée dans 'annexe 2. Nous avons pu
comparer la croissance des euglénes cultivées dans ce milieu avec celle que 1'on obtient avec le
milieu de Schiff.

B. PREPARATION DES SOLUTIONS ET DES MILIEUX
L Solutions toxiques

Les produits a étudier sont insolubles en milieu aqueux, il faut donc utiliser un

solvant organique pour les dissoudre comme le polyéthylene glycol 400 (PEG 400).

On prépare une solution mére 4 3 g/l par dissolution de 15 mg de produit toxique dans
5 ml de PEG 400 & I’aide de I’agitateur Bransonic.

2. Milieux témoins et milieux contenant le toxigue

Nous avons résumé les différentes étapes de la préparation des milieux dans
la figure 3.
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les milieux témoins sont réalisés a pH 3,5 et pH 7,2. Pour le premier pH, chaque flacon
contient 25 mi de milieu glutamate deux fois concentré, x mi de PEG 400 sans toxique, et (25-
x) ml d’eau distillée (milieu A). Pour le deuxiéme pH, nous mettons dans chaque récipient 25 mi
de milieu glutamate deux fois concentré, y ml de KOH (pour amener le pH de la solution 4 7,2)
x ml de PEG 400 sans toxique, et (25-y) ml d’eau distillée (milieu B). Les deux types de milieux
sont stérilisés a 'autoclave & 120 °C pendant 20 min. Ils sont ensuite conservés dans un

réfrigérateur apres stérilisation jusqu’a l'ensemencement.

Les milieux contenant le toxique sont également préparés, I'un a pH 3,5, I'autre a pH 7,2
mais le volume de PEG 400 sans toxique est remplacé par un méme volume de solution toxique.

Nous obtenons alors les solutions respectivement nommées A' et B',

3. Répartition du milieu et ensemencement

La répartition dans les différents flacons se fait sous la hotte a flux laminaire pour
éviter tout risque de contamination bactérienne qui serait préjudiciable au développement des

eugiénes.

Nous réalisons deux gammes de flacons, 'une 3 pH 3,5, 'autre 2 pH 7,2. Pour chaque pH,
nous préparons un témoin et quatre flacons de dilution croissante de produit toxigue. Chaque
gamme est réalisée en mélangeant la solution A (ou B) et la solution toxique A’ (ou B’) dans des
proportions variables de fagon 3 avoir dans chaque flacon un volume final de 5 ml. Les vitamines

sont ajoutées stérilement juste avant l'ensemencement des euglénes.

L’ensemencement des euglénes est réalisé & partir de la souche entretenue par repiquage
toutes les quinzaines. Ce repiquage est fait quelques jours avant le début de la manipulation afin

que les euglénes se trouvent en phase exponentielle.

Avant la mise en culture, nous effectuons un comptage de l'inoculum. Cette numération
nous permet de déterminer le volume & prélever afin d’obtenir 50.103 cellules par mi dans chaque

flacon au début de I’expérience.

Les différents flacons sont ensuite places dans 1’enceinte climatique durant les 12 jours de

I’expérience.
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Nombre de milliers de cellules par millilitre

Volumes (pl) | 50-200 | 200 -4000 > 4000
Fixation des prélcvé 20 20 190
euglénes acide sulfochromique 10 100 190

Coloration des
euglénes

Tableau VI : Volumes utilisés en fonction du nombre de cellules par ml pour la fixation et la
coloration des euglénes.

prélevé
bleu trypan
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C. METHODE DE COMPTAGE

Le comptage est effectué au microscope optique sur une cellule de Malassez. Cette cellule
est formée par une épaisse lame de verre comportant en son centre un quadrillage gravé, Ce
quadrillage est composé de 100 rectangles de 1/5 de mm de largeur, 1/4 de mm de longueur, La
profondeur de la chambre est de 1/5 de mm. L’ensemble des 100 rectangles correspond donc &

un volume de 1 mm?>, soit 1 ul. Les valeurs de numération obtenues sont ramenées au millilitre.

Pour chaque comptage, un double prélévement est effectué dans chaque flacon sous la

hotte 3 flux laminaire dans des conditions stériles :

- Le premier prélévement auquel on ajoute une quantité définie d’acide sulfochromique
& 1 % permet de déterminer le nombre de cellules totales. Cet acide fixe les cellules afin
d’en faciliter le comptage. Les proportions de milieu et d’acide sulfochromique utilisées
varient en fonction de la concentration cellulaire supposée dans le milieu, et ceci afin

d’avoir 100 a 200 euglénes au maximum par cellule de comptage.

- Le second prélévement permet de dénombrer les cellules mortes. Ces dernires sont

colorées par une solution diluée de bleu Trypan.

Le nombre de cellules vivantes est donné par l1a formule suivante :

Ny : nombre de cellules vivantes
Ny =Np- Ny Ny : nombre de cellules totales

Ny : nombre de cellules mortes

Le tableau VI regroupe les volumes d’acide sulfochromique et de bleu de trypan utilisés

en fonction du nombre de cellules par ml

- Le nombre N de cellules vivantes par ml est :

N : nombre de cellules par mi
1 .
N=n i 10°  n:nombre de cellules comptées sur la cellule de Malassez

d : dilution effectuée lors de la fixation ou de la coloration
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Concentrations en produit toxique (mg/}

0 2 4 12 20 30 40 52 o4

Solution mére (141) 0 10 20 60 100 150 200 260 320
PEG 400 (uh) 400 350 380 340 300 250 200 140 80

xlill;eu de Schiff 2 fois concentré 5 5 5 5 5 5 5 5 5

H,0 (ml) 46 46 46 46 46 46 46 46 46

Tableau VII ; Préparation de la gamme de concentrations en 2,6-difluoro-BNT avec 4 % de
PEG 400

Concentration en produit toxigue (mg/l)

0 2 4 12 20 30 40 52 o4

Solution mére (u1) 0 10 20 60 100 150 200 260 320
PEG 400 (ul) 0 10 20 60 100 150 200 260 320

Milieu de Schiff 2 fois concentré 5 5 5 5 5 5 5 5 5
(ml)
H,0 (ml) 5 498 496 4,88 480 4,70 4,60 448 4,36

Tableau VII : Préparation de la gamme de concentrations en 2,6-difluoro-BNT avec un
pourcentage croissant en PEG 400 (0 a 6,4 %).




Le rythme des numérations a été établi en fonction de la courbe de croissance des
euglénes. Un dénombrement des cellules vivantes et des cellules mortes est effectué deux fois par
jour pendant les trois premiers jours de I’expérience afin de bien suivre la phase exponentielle,

puis une fois par jour les neuf jours suivants.

D, DOSAGES SPECTROPHOTOMETRIQUES DES SOLUTIONS TOXIQUES

Lorsque I'on mélange au milieu la solution toxique (dérivé du BNT + PEG 400), on note
une précipitation plus ou moins importante du produit toxique. Cette précipitation est telle que
la filtration stérilisante entraine un pourcentage de perte parfois élevé. Cette observation nous a
conduit a stériliser le milieu de culture A I’autoclave et & ajouter par la suite la solution toxique
sans la filwer.

Le dérivé du BNT est ensuite dosé dans le milieu de culture par spectrophotométrie. Le
principe de calcul est indiqué en annexe 4.

E. SUIVI DE LA DENSITE OPTIQUE (DO)
1. En fonction de la concentration

Dans un premier temps, nous avons préparé une solution mére de 2,6-difluoro-
BNT dans du PEG 400 4 2 g/l. Dans un second temps, une gamme de concentrations a été

réalisée, 2 pH 3,5, en utilisant la solution mére précédente en envisageant deux cas de figure :

* Série de concentrations préparée avec un pourcentage de PEG 400 constant. Ce
dernier est égal 4 4 %. L’ensemble des données pour la réalisation de la gamme est
regroupé dans le tableau VII. Le volume final de chaque essai est de 10 ml. Pour
chacun d'entre-eux, on effectue un dosage spectrophotométrique du produit toxique

avant et apres filtration sur une membrane avec des pores de 0,22 pm de diametre.

* Série de concentrations préparée avec un pourcentage en PEG 400 variable. Le tableau
VI indique les différentes valeurs de la gamme. Comme précédemment, chaque essai
a pour volume final 10 ml. Par spectrophotométrie, on dose le produit toxique avant
et apres filtration.
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2, En fonction du temps

Les essais ont été réalisés avec le 2,6-difluoro-BNT ou le BNT. Dans chaque cas,

nous avons travaillé A pH3,5eta pH 7,2,

ApH35: ApH72:
- 1 ml de solution mere 2 3 g/l (dérivé - 1 ml de solution mére & 3 g/l
du BNT + PEG 400) - 50 ml de milieu 2 fois concentré
- 50 ml de milieu 2 fois concentré - 7,4 ml de KOH (pour ramener le pH 2 7,2)
- HyOgsp 100 m! ) :

H,0 gsp 100 ml
A ces deux pH, un double dosage spectrophotométrique (avant et apres filtration) est
effectué & certaines dates entre le premier et le 14° jour de I'expérience.

Dans cette étude, le pourcentage en PEG 400 est constant (1 %).

Y. PARAMETRES ETUDIES
A. COURBE LOGISITIQUE

La croissance des euglénes peut étre modélisée en utilisant une courbe logistique théorique
a partir des points expérimentaux (annexe 5). Cette modélisation nécessite la détermination de
trois parametres : le densité des algues au début de l'expérience (Np), la densité cellulaire en phase
stationnaire (N,,,.) et le taux de croissance (k exprimé en h'l). Ce dernier parameétre reflete la

vitesse de multiplication des euglénes en phase exponentielle de croissance.

B. TAUX DE MORTALITE

Le taux de mortalité est déterminé en effectuant le rapport entre le nombre de morts (par
ml) dans I'essai 3 un temps donné t de I'expérience et I’effectif des cellules vivantes (par ml) dans

le temoin au méme instant.
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Figure 4 : Schématisation de la détermination de la pCLs
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C. CONCENTRATION LETALE A 50 90 (CLsp)

La concentration Iétale 3 50 % est l2 concentration de toxique pour laquelle le taux de

mortalité des euglénes est de 50 %.

On calcule Ia CLg; en tragant Ia courbe du taux de mortalité en fonction du logarithme de
la concentration : les points expérimentaux compris entre 5 % et 95 % étant sensiblement alignés,
on en déduit la valeur des CL par regression linéaire. La moyenne m est égale au logarithme
décimal de la CLsj et ’écart-type o traduit la dispersion des valeurs de log C autour de la

moyenne.

Pour des raisons de commodité, on utilise les valeurs de pCLs, telles que
pCLsy = -log CLisg (CLgg en mol.l™Y).

La figure 4 schématise le calcul de la pCL3.

D, POURCENTAGE DE MODIFICATION DE CROISSANCE

Le pourcentage correspondant & la modification de la croissance des algues

a P’instant t est calculé selon 1a relation ;

- x(t) : pourcentage de modification

- Ng (t) : nombre de cellules par ml dans
log Ny{1) - log Ny ’essai a Iinstant t

log N(t) - log N_,
08 Ny(f) - log Ny - Ng(t) : nombre de cellules par ml dans le
temoin & I'instant t

- Nppin : nombre minimal de cellules par ml
pour I’essai

x(t) = 100

On calcule le pourcentage pour des valeurs de t égales & 24, 48, 72, 96, 120, 144 et 168 h.

E. CONCENTRATION INHIBITRICE A 50 90 (Cl5p)

La Cl5p est la concentration de toxique reduisant de 50 % la croissance des euglénes. En

pratique, on définit pClgj = -log Clsy (Clgy en mol.I'}).
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Figure 5 : Détermination des pClp et pCA .,
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On trace x(t) en fonction du logarithme décimal de la concentration en produit exprimée
en mol.I"}. Pour des valeurs de x(t) comprises entre 15 % et 95 %, les points sont sensiblement

alignés. On obtient alors la valeur de pCly, par régression linéaire.

F. CONCENTRATION ACTIVATRICE MAXIMALE (CA )

La CA_, ., est la concentration pour laquelle on obtient une activation maximale de la
croissance. Ce parametre correspond 2 1’abscisse du maximum de la courbe x(t) = f(log[C]) 2
I'instant t. Nous avons, en effet, constaté que, pour certains composés et A certains temps
d’exposition, la croissance de la population cellulaire soumnise au produit pouvait étre plus rapide

que celle des euglénes témoins.

Le faible nombre de points expérimentaux pour les concentrations activatrices ne nous a

pas permis de déterminer les CA_,, pour nos produits.

La figure 5 schématise la détermination de pClsj et de pCA,, (ol pCA,,. =-log CA ..,
avec CA,y,, en mol.I'Y),
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Chapitre quatriéme

RESULTATS

Dans un premier temps, nous décrirons quelques observations qualitatives faites sur les
cellules vivantes et sur les cellules mortes lors des numérations. La deuxiéme partie de ce travail
sera consacrée aux résultats obtenus lors de I'étude des différents facteurs agissant sur la
croissance des euglénes et sur la quantité de produit récupéré. Nous terminerons, dans une
troisi¢éme partie, en présentant les données obtenues, lors de l'intoxication des algues par les
dérivés du BNT utilisés.

L OBSERVATIONS QUALITATIVES
A, CELLULES VIVANTES

Lors de la numération sur cellule de Malassez, nous utilisons le grossissement x40 qui ne
suffit pas pour voir tous les constituants cellulaires. Cependant nous pouvons distinguer les plastes
colorés en vert, localisés en périphérie, et le stigma de couleur rouge, visible ou non selon
'incidence de la cellule. Le flagelle le plus long dépasse du goulot dans la région antérieure dela

cellule et se distingue par différence de contraste.
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Millions d’euglénes par ml a

6

Culture éclairée
5- <+ Milieu de Schiff
# Milieu lactate

24 72 120 168 216 264
Temps de culture (Heures)

Millions d’euglénes par mi b

Milieu de Schiff
5- ~+ Lumitre
26 Obscurité

0~ ! : : |
24 72 120 168 216 264

Temps de culture (Heures)

Figure 6 : Influence du milieu de culture (graphe a) et de I'éclairement (graphe b) 2 pH 3,5
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Les algues sont fusiformes A pH 3,5 et en forme de batonnet 2 pH 7,2. Leur mobilité est
variable et dépend du pH : & pH 3,5, elles ont une mobilité réduite pendant les trois premiers jours

de I’expérience alors qu'a pH 7,2, les cellules sont trés mobiles dés le début de l'expérience.

Elles se déplacent selon une trajectoire hélicoidale consécutive aux battements du flagelle.

Elles présentent aussi de nombreuses déformations (contractions, distorsions).

B, CELLULES MORTES

Les cellules mortes ont une forme globulaire réguliere ; elles ne présentent pas de variation
morphologique en fonction du pH. Parfois, nous avons pu observer des cellules mortes allongées

assez semblables au cellules vivantes. Elles sont de méme longueur mais un peu plus étroites.

Dans les cellules mortes, on observe des inclusions bleues denses colorées par le bleu

Trypan. Le cytoplasme a une coloration bleu-clair identique 2 celle du milieu environnant.

II. INFLUENCE DE FACTEURS SUR LA CROISSANCE DES EUGLENES
A, INFLUENCE DU MILIEU DE CULTURE

Nous avons représenté dans la figure 6a les courbes de croissance obtenues pour le milieu

de Schiff et pour le milieu lactate.

Pendant les premiers jours de culture, les algues se multiplient indifféremment sur le milieu
lactate ou sur le milieu glutamate. Le milieu lactate apparait moins favorable au développement

des eugiénes 2 partir du 4-5° jour de culture.

B. INFLUENCE DE L'ECLAIREMENT

Les cellules cultivées avec un éclairage artificiel de type fluorescent et une photophase de
12 h croissent plus vite qu'a 'obscurité. Plus le milieu nutritif s'appauvrit et plus cette différence

de croissance est marquée. La figure 6b illustre ce phénomene.
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Millions d’euglénes par ml

= Témoin

67+ 1% e 400
5| * 2% PEG 400
4 - 4% PEG 400
-+ 8% PEG 400

Temps de culture (heures)

Milliers d'euglénes par ml

300
= Témoin | b

250 - + 1% PEG 400
% 29, PEG 400
X 4% PEG 400
150 - + 8% PEG 400

200+

1001

0 24 48 72 96
Temps de culture (heures)

Figure 7 : Influence du PEG 400 & pH 3,5 (graphe a) et a pH 7,2 (graphe b).
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C. INFLUENCE DU PEG 400

La figure 7 montre l'influence du PEG 400 sur la croissance des euglénes. Cette étude est
réalisée 2 pH 3,5 et pH 7,2. Les algues sont soumises a des doses croissantes de PEG 400 (1 %,
2%, 4 % et 8 %). Un témoin est constitué avec des euglénes cultivées sur un milieu de Schiff sans
PEG 400.

De ces graphes, nous pouvons dégager les constatations suivantes :

- aux concentrations de 1 % et 2 %, la croissance des euglénes n'est pas ralentie, elle est

méme légerement supérieure a celle du témoin.

- 44 % de PEG 400, le graphique montre un léger ralentissement de la multiplication des

cellules par rapport au témoin. Cependant, cette diminution n'est pas significative.

- aladose de 8 %, nous notons un effet cytostatique : le produit a un effet inhibiteur sur

la croissance sans pour autant entrainer une augmentation de la mortalité.

Dans le cadre de notre travail, nous avons utilisé un milieu contenant 1,6 % de PEG 400 ;
& cette concentration, ce dernier n'a donc aucune influence sur la croissance des algues. Toute

modification de la croissance des cellules ne peut mettre en cause que le produit toxique.

II. SUR LA QUANTITE DE PRODUIT RECUPERE
A. ETUDES RELATIVES AU 2,6-DIFLUGRO-BNT
Elles se divisent en deux grandes parties :

- la premiere vise 3 mettre en évidence 'influence de la concentration du PEG 400 a
pH 3.5.

- La seconde a pour but d’analyser I'effet du vieillissement des solutions & pH 3,5 et
pH 7,2. Dans chaque étude nous effectuons des mesures avant et aprés filtration des

solutions.
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Avant filtration Apres filtration
Charge initiale DO Concentration DO Concentration
(mg/l) (344 nm) récupérée (mg/l) (344 nm) récupérée (mg/l)
2 0,22 4,02 0,09 1,55
4 0,22 4,02 0,08 1,52
12 0,45 8,22 0,18 3,29
20 0,53 9,68 0,15 2,74
30 0,58 10,59 0,30 5,48
40 0,57 10,41 0,30 5,48
52 0,59 10,78 0,31 5,66
64 0,57 10,41 0,46 8,40
Tableau IX : Concentration mesurée en 2,6-difluoro-BNT avant et aprés filtration avec 4 % de
PEG 400 et a pH 3,5.
Avant filtration Apres filtration
Charge initiale DO Concentration DO Concentration
(mg/) (344 nm) récupérée (mg/l) (344 nm) récupérée (mg/l)

2 0,12 2,14 0,01 0,14
4 0,20 3,64 0,02 0,36
12 0,37 6,72 0,04 0,88
20 0,30 5,35 0,07 1,42
30 0,54 9,95 0,17 3,17
40 0,72 13,14 0,23 4,12
52 0,60 10,98 0,56 10,16
64 0,59 10,75 0,29 5,26

Tableau X : Concentration mesurée en 2,6-difluoro-BNT avant et apres filtration avec une

concentration en PEG 400 croissante (de 0,2 4 6,4 %) et 4 pH 3,5.
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1. Influence d'un pourcentage constant en PEG 400

Tous les flacons contiennent 4 % de PEG 400. Deux séries de dosages ont &té
effectuées : elles sont réalisées sur le méme milien de culture contenant le produit avec pour la
premicre, une mesure directe alors que pour la seconde une filtration sur membrane avec des
pores de 0,22 um est effectuée au préalable. Le tableau IX récapitule les résultats des mesures
pour la DO (2 344 nm) en fonction des charges initiales en produit, avant et aprés filtration de la

solution.

Avec Ia premitre série de mesures, on constate que pour des charges initiales comprises
entre 2 et 52 mg/l, les DO augmentent en fonction de la dose en produit jusqu’a un maximum
(pour une charge égale 2 30 mg/l, on obtient une DO égale 0,59). Au-deld de cette valeur, on note
une stabilisation a une DO environ égale 4 0,58. L’augmentation de la concentration en produit
toxigue dans le milieu n’entraine donc plus une élévation de DO ce qui suggére qu'il y a une

précipitation bien que la solution soit limpide  l'oeil nu.

Les mesures de DO de 1a solution aprés filtration constituent une expérience qui nous a
paru intéressante & réaliser. En effet, nous nous sommes apergu qu’apres filtration une grande
partie du produit était retenue par le filtre, or il s’agissait de la méthode appliquée pour lIa

stérilisation de la solution toxique.

Au cours de cette étude, nous avons donc constaté que 1’évolution de la DO est
proportionnelle 2 celle des concentrations initiales. A la suite de la filtration, nous constatons que
nous perdons en moyenne entre 40 et 60 % de produit. Ce dernier est retenu sur le filtre qui prend

une teinte jaune & pH 7,2 révélant sa présence.

2 Influence d'un pourcentage variable en PEG 400

Le tableau X regroupe les DO mesurées pour chaque essai en fonction de la
concentration initiale en 2,6-difluoro-BNT avant et aprés filtration pour une concentration

croissante en PEG 400.

Avec un milieu non filtré, ’augmentation de la DO est proportionnelle  la concentration
initiale en produit tant que cette derniére est inférieure ou égale 2 40 mg.1?. Pour les valeurs

supérieures 2 cette limite, on note le phénoméne inverse.
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Avant filtration Apres filtration
Temps (jours) DO Concentration DO Concentration
(344nm)  récupérée (mg/l) | (344nm)  récupérée (mg/l)

1 0,56 10,26 0,19 343
2 0,51 9,36 0,19 3,49
3 0,47 8,55 0,19 3,52
4 0,43 7,96 0,19 3,50
7 0,38 7,04 0,19 3,43
9 0,40 7,25 0,19 3,48
10 0,38 6,94 0,18 3,36
14 0,39 7,05 0,19 3,46

Tableau X1 : Concentration mesurée en 2,6-difluoro-BNT avant et aprés filtration 3 pH 35et

en fonction du temps (PEG 400 : 1 %) pour une charge initiale égale 2 30 mg.I™},

Avant filtration Apres filtration
Temps (jours) DO Concentration DO Concentration
(400 nm) récupérée (mg/l) (400 nm)  récupérée (mg/l)
1 1,43 21,79 0,11 1,70
2 1,44 21,98 0,15 2,33
3 1,60 24,55 0,29 4,39
4 1,93 29,46 0,26 3,91

Tableau XII : Concentration mesurée en 2,6-difluoro-BNT avant et aprés filtration 2 pH 7.2¢t

en fonction du temps (PEG 400 : 1 %) pour une charge initiale égale 3 30 mg.I "L,
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Apres avoir filtré le milieu, on observe le méme phénoméne que précédemment.
Cependant, la concentration initiale limite est de 52 mg/l. De plus, nous remarquons que pour une
concentration initiale, les DO avant et aprés filtration sont significativement différentes : le
pourcentage de produit perdu a cause de la filtration varie entre 50 & 90 %. La perte est d’autant

plus élevée que la concentration initiale est faible.

3. Influence du temps

Le temps représente la durée qui sépare le début de I'expérience et le moment oit

la mesure est effectuée. Dans ce cas, la filtration est réalisée une fois en début d'expérimentation.

L’étude a été réalisée & pH 3,5 et pH 7,2. Les solutions sont préparées avec un
pourcentage en PEG 400 constant et égal 4 1 %.

Avant filtration et & pH 3,5, la concentration diminue faiblement jusqu’au septiéme jour
puis se stabilise au cours des jours suivants (tableau XI). La concentration passe de 10,26 4 7,04
mg/l entre le premier et le septieme jour, Puis la concentration reste & une valeur d’environ égale

& 7,25 mg/l apres le septieme jour.

Si on effectue 1a filtration au méme pH, on note une diminution trés importante de la
concentration en produit toxique (pourcentage de perte compris entre 50 et 70 %) ; cependant

on constate qu’elle reste constante dans le temps (la concentration est environ égale a 3,4 mg/l).

A pH 7,2, ]a DO 4 400 nm augmente légérement avec le temps lorsque la solution n’est

pas filtrée : elle passe de 21,79 & 29,46 mg/l entre le premier et le quatriéme jour (tableau XII).

Avec une solution filtrée, il est possible de faire Ia méme constatation que celle effectuée
a pH 3,5 apres filtration : la concentration reste relativement constante au cours du temps en dépit

d’une fluctuation importante des valeurs.

En résuimé, on observe une insolubilisation ou une dégradation progressive du produit 4

pH 3,5. Par contre, & pH 7,2, il y a solubilisation progressive.
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Avant filtration Apres filtration
Temps (jours) PO Concentration DO Concentration
(344 nm) récupérée (mg/l) (344 nm) récupérée (mg/l)
1 0,30 4,58 0,02 0,34
2 0,27 4,20
3 0,28 4,31 0,03 0,40
6 0,27 4,18 0,03 0,40
7 0,01 0,14
9 0,02 0,32

Tableau XIII : Concentration mesurée en BNT avant et apres filtration 4 pH 3,5 et en fonction

du temps (PEG 400 : 1 %) pour une charge initiale égale 2 30 mg.1"%.

Avant filtration Apres filtration
Temps (jours) DO Concentration DO Concentration
(420 nm)  récupérée (mg/M) | (420nm)  récupérée (mg/l)
1 0,78 9,59 0,55 6,75
2 0,77 9,52 0,59 7,25
3 0,72 8,89 0,75 9,32
6 0,71 8,71 0,67 8,34
7 0,70 8,65 0,68 8,37
8 0,66 8,17
9 0,66 §,15

Tableau XIV : Concentration mesurée en BNT avant et aprés filtration & pH 7,2 et en fonction

du temps (PEG 400 : 1 %) pour une charge initiale égale & 30 mgl L.
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pClsg
pH3,5 pH 7,2
Temps de culture (Heures)

24 - -
48 4,96 5,25
72 4,70 499
96 4,21 4,49
120 3,92 3,76
144 3,80 4,11
168 3,11 4,08

Tableau XV : Valeurs des pCls, en fonction du temps et du pH pour le 3-chloro-BNT

pCLsg
Temps de culture (Heures) pH ?_’5 pH 7,2
24 5,00 5.52
48 4,66 478
2 3,95 531
7 B 4,95
120 . 4.80
s Z 4,50

Tableau X VI : Valeurs des pCLs en fonction du temps et du pH pour le 3-chloro-BNT
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B, ETUDES RELATIVES AU BNT

Le BNT ne se dégrade pas ou trés peu dans le temps (tableaux XIII et XIV). Quel
que soit le pH, la concentration entre le premier et le dernier jour de la manipulation n’évolue que
trés peu : on observe une légére diminution qui semble légérement plus marquée A pH 7,2 qu'a
pH 3,5.

La différence de concentration entre la solution avant et aprés filtration est beaucoup

moins importante 4 pH 7,2 qu’a pH 3,5.

La lecture de ces tableaux montre qu'il y a une légere insolubilisation ou dégradation
progressive avant filtration. Par contre, linterprétation des résultats apres filtration ne permet pas

d'aboutir & une explication satisfaisante,

IV. INFLUENCE DU 3-CHLORO-BNT SUR LES EUGLENES
A.  INHIBITION DE LA CROISSANCE
Le calcul des pCls, permet de dégager les remarques suivantes (tableau XV) :
- L’inhibition de la croissance diminue au cours du temps quel que soit le pH.

- Le 3-chloro-BNT posséde un effet inhibiteur plus marqué i pH 3,5 qu’a pH 7,2 lors des
premiéres heures d’exposition. Cependant, la variation de 1’effet inhibiteur est plus importante &
pH7,2.

- Les valeurs maximales des pClsy se situent & la 48° heure quel que soit le pH.

B, MORTALITE DES EUGLENES

D’apres le calcul des pCla (tableau XVI), nous pouvons noter que la toxicité globale du
3-chloro-BNT diminue au cours du temps quel que soit le pH. Le produit a une toxicité un peu
plus élevée 4 pH 3,5 qu'a pH 7,2 (3 1a 24° h, pCLs, = 5,52 4 pH 3,5 et pCLgy = 5,00 2 pH 7,2).

A pH 7,2, I'effet toxique diminue constamment avec le temps d’exposition tandis que son

évolution est plus complexe a pH 3,5.
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Chapitre cinquiéme

COMMENTAIRES

Dans ce chapitre, nous allons tout d'abord rappeler les résultats que nous avons obtenus.
Puis nous tenterons d'expliquer les raisons pour lesquelles nous observons une perte de produit
par rapport a la charge initiale (concentration supposée et estimée en fonction de la quantité de
produit dissous dans le solvant). Dans un troisi®me temps, nous comparerons nos résultats a ceux

parus dans la littérature.

1.  SYNTHESE DES RESULTATS
A, CONDITIONS EXPERIMENTALES
Les résultats précédents nous permettent de préciser les points suivants :

- Nous avons pu remarquer que la filtration sur une membrane avec des pores de
0,22 pm de diamétre retenait une grande partie du produit. Ceci pose un probléme car
cette manipulation est utilisée pour stériliser la solution toxique. Nous avons donc
stérilisé le milieu de culture & l'autoclave (120° C, 20 min) et nous avons ensuite rajouté

le produit dans son solvant.

63




- Les euglénes se développent mieux & la lumitre qu'a l'obscurité lorsqu'elles sont
cultivées avec le milieu de Schiff.

- De plus, les algues proliférent d'une maniére plus importante avec le milieu de Schiff
qu'avec le milien lactate. Ce dernier permettait d'obtenir une croissance de la
population cellulaire équivalente a celle observée a l'obscurité avec le milien de Schiff.

- Le PEG 400 ne modifie pas sensiblement la croissance des algues lorsque sa
concentration est inférieure ou égale 4 4 %. Par contre, pour des valeurs supérieures,

on constate tout d'abord un phénomene cytostatique puis un phénomene cytotoxique.

B. RECUPERATION DES PRODUITS
Les points suivants résument les résultats que nous obtenus :

- On observe une précipitation du 2,6-difluoro-BNT quelle que soit la concentration en
PEG 400. Toutefois, il est nécessaire de préciser que ce phénomene reste discret car

Ia solution est limpide lors d'une observation & I'oeil nu.

- L'étude du vieillissement d'une solution de 2,6-difluoro-BNT montre qu'il y a une
insolubilisation ou une dégradation progressive du produit & pH 3,5. Par contre, on

note une solubilisation progressive 4 pH 7,2,

- Llévolution de la DO dans le cas du BNT & pH 3,5est comparable & celle décrite pour
e 2,6-difluoro-BNT. A pH 7,2, les résultats ne permettent pas de dégager une

interprétation satisfaisante.

C. TOXICITE DU 3-CHLORO-BNT

La détermination des paramétres de toxicité (pCls, pCLsg) permet de dégager les points

suivants :

- Les valeurs des pCls, et pCLs, diminuent d'une maniere importante au cours du temps.
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- De plus, nous constatons qu'elles sont généralement toujours plus élevées 3 pH 7,2 qu'a
pH 3,3.

II. DISCUSSION
A. EFFET DU PEG 400

Comme nous I'avons précisé précédemment, nous avons montré que le PEG 400 n'a
aucune influence notable sur la croissance des euglénes lorsque sa concentration dans le milieu
de culture est inférieure ou égale a 4 %. Ces résultats confirment ceux obtenus dans les travaux

précédents.

Pour ces raisons, nous avons donc utilisé pour nos expériences un milieu contenant 1,6 %
de PEG 400.

B, RECUPERATION DU 2,6-DIFLUORO-BNT 0oU DU BNT

Tout au long de nos essais, nous avons observé une perte de produit par rapport i la

concentration initiale. A ce propos, nous avons émis deux hypothéses :

- La dissolution du produit dans le PEG 400 serait inéompléte. En effet, lorsqu'on
solubilise le dérivé du BNT dans le solvant, on effectue une agitation sonique qui a
tendance & provoquer une €¢lévation de température qui pourrait &tre responsable de
la dégradation d'une partie du produit. Pour éviter ce phénomene, on peut rallonger le
temnps nécessaire a la solubilisation en interrompant réguliérement I'agitation. On arréte
Iz sonication lorsqu'il ne reste plus de cristaux de produit visible. Ce moment est donc

déterminé arbitrairement.

- On peut penser aussi que la perte de produit serait liée 4 une certaine dégradation de
la molécule lors de son stockage. La charge initiale supposée serait supéricure 2 la

concentration réelle de principe actif.

L'une ou l'autre hypothése peuvent étre envisagées pour tenter d'expliquer cette perte de

produit. Cependant, d'autres hypoth&ses peuvent &tre formulées afin d'interpréter ce phénomene.
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pH 3,5 pH 7.2
24 48 72 96 24 48 72 96
BNT 496 5 5 5 4,68 474 4,66 473
3-bromo-BNT 4,65 4,67 467 458 | 489 494 502 4,99
2,5-dichloro-BNT 507 497 485 475 48 465 449 435
3,4-dichloro-BNT 533 532 505 429 ] 526 551 542 535
3,5-dichloro-BNT 517 561 587 575 | 394 461 472 477

Tableau XVII : Valeurs des pCls, obtenues pour les euglénes en fonction de la durée de

l'expérience et du pH (d'aprés VIGNOLES, 1990).

pH 3,5 pH7,2
24 48 72 96 24 48 72 96
BNT 484 485 485 485 | 47 455 43 401
3-bromo-BNT 417 428 438 443 | 537 52 509 503
2,5-dichloro-BNT | 508 504 497 486 | 494 473 448 434
34-dichloro-BNT | 549 537 528 523 566 511 38 <3
3 5-dichloro-BNT | 571 595 603 598 | 24 297 371 397

Tableau XVIII : Valeurs des pCL5, obtenues pour les euglénes en fonction de la durée de
l'expérience et du pH (d'apreés VIGNOLES, 1990).
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De plus, le phénomene de saturation observé lors de la détermination de la concentration
dans le milieu peut trouver son explication dans les hypoth&ses précédentes. Cependant, on peut
supposer également que le PEG 400 ne crée pas suffisamment de liaisons hydrogénes avec la
molécule de BNT pour permettre de solubiliser et conserver une certaine proportionnalité entre

la concentration initiale et la concentration mesurée.

C. TOXICITE DU 3-CHLORO-BNT

Nous avons estimé l'efficacité de ce produit & I'aide de deux parametres (pCl.g et pClsg).
A titre de comparaison, nous avons fait figurer les résultats obtenus par VIGNOLES (1990) avec
le BNT et quatre de ses dérivés dans les tableaux XVII et XVIIL. Nous pouvons alors dégager

les observations suivantes :

- Les pClg et les pCLsg du 3-chloro-BNT sont respectivement comparables a celles du
3-bromo-BNT quel que soit le pH, avec cependant une décroissance plus rapide de nos
valeurs a pH 3,5.

- APpH 3,5, onnote que les pClsg et les pCLsg de notre produit sont toujours inférieures
a celles des dérivés dichlorés.

- ApH7,2, on constate que seul le 3,4-dichloro-BNT possede des pCls, dont les valeurs
sont supérieures 2 celles du 3-chloro-BNT quel que soit le temps de culture. Les pClLs
du 3,4-dichloro-BNT sont supérieures a celles de notre produit jusqu'a la 48° h

seulement. La toxicité de ce dernier serait plus durable que celle des autres produits.

Ces résultats confirment globalement ceux des relations structure-activité qualitatives ou

les différents auteurs précisaient que :

- Les produits les plus efficaces sont ceux qui possédent un substituant halogéné en

position méta.

- Cette efficacité est également augmentée lorsque le cycle benzénigue est substitué une

deuxieéme fois par un halogene.

Seuls les résultats des pCLg, & pH 7,2 des 72° et 96° heures ne semblent pas suivre cette

régle.
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pH 3,5 pH7.2

pClsg 2410 |3,77+0,6 Sz 4,52+ 048 Z7 -0,72 Zo 2
(parametes | ygn | 4224023 Ba2+ 171 Boy? | 4644052 Ix - 081 Zo,2
substituant) | 721 | 4,01+ 0,28 Bn%+2,09 B> | 4,58+ 122 En - 1,89 Bo,,- 13 Bo,?
modiles1 | 96h [ 4,27 +2,78 o, 2 4,51+13 Zx - 1,97 Zo, - 14 Bo 2
oCly, 24h | 3,08 +092log P 3,6+ 0,61 log P
(paramétres | 48h | 3,05+ 0,73 logP-0,35logk 3,02+0,57logP-0,52logk
A P 3,32 +0,85 log P 2,77+0,61og P - 0,62 logk
modeles2 | oo p 13,05+ 1,0210g P 2,92+0,51 log P- 0,54 logk
pCLs, 24h (3,33 43,13 Zo,, +099 Zo, 4,12+294 7 -9,69 To,, 2 - 245 To,
(Param¥res | 4gn | 3,6142.88 Bo,y+ 064 B0, | 44+ 199 Bn - 7,12 Bo . *- 197 Za,
substituant) | 72 p | 4,1 42,25 So 4,34 + 1,45 B7 - 539 Bo,,,2- 1,44 Zo,
moddles3 | 96h | 4,03 42,28 Zo_, 4,19+ 1,6 Zn - 4,55 Zo,,2- 1,61 Ta,
bCLsy 24h | 9,55 +0,34 log P* + 3,74 logk 3,88 + 0,31 log P2
(paramétres | 48 h | 7,59 +0,33 log P2 + 2,46 logk 4,11 + 0,2 log P2
globaux)

721 | 3,99 + 0,26 log P2 3,86 + 0,3 log P2
modeles4 | gch 13,91 +0,27 10g P2 3,7 + 0,33 log P2

Tableau XIX : modeles mathématiques déterminés par VIGNOLES (1990) en fonction du temps et du
pH en considérant le BNT et ses dérivés comme des bases faibles.
(Z7 : somme des paramétres de Hansch ; Zo : somme des paramétres de Hammett pour les dérivés
substitués en position méta ou para (Lo, d'aprés PERRIN et al., 1981) et pour ceux substitués en position
ortho (Lo, d'aprés SHORTER, 1982) ; P coefficient de partage octanol/eau calculé par la méthode de LEO
(1983) ; k : constante de vitesse du premier ordre en h™ pour l'hydrolyse alcaline, mesurée dans le tampon
glycine/NaOH, 10 % CH,CN, pH 10,8, 40° C).

pH 3,5 pH72
2 48 12 9% | 24 48 12 9%
{’n?f,fj%fg"l‘fé"s 407 457 444 465 | 486  S01 475 470
o 466 490 478 480 | 465 488 486 472
ng;gglgsalgﬂé"’s 449 468 493 48T | 488 484 463 470
fﬁ%‘gglg:lﬁ;‘lées 420 438 476 471 | 480 470 475 ' 4,68

Tableau XX : Valeurs des pCls, et pCLsg obtenues avec les modeles mathématiques déterminés par
VIGNOLES (1990) pour chaque pH et en fonction du temps de culture.
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D. RELATION STRUCTURE-ACTIVITE QUANTITATIVE

Nous avons cherché a savoir si les modeles mathématiques de relation structure-activité
déterminés par VIGNOLES (1990) permettaient de prévoir les valeurs des pCls, et des pCLs
pour le 3-chloro-BNT. Les tableaux XIX et XX regroupent respectivement ces modeles en
fonction du temps de culture et du pH, et les valeurs des pCLg, et pCLs, calculées pour notre
produit & partir des équations répertoriées.

Dans certains cas, nos données expérimentales sont proches des valeurs théoriques. Les
modeles de relation structure-activité permettent donc d'estimer d'une maniere relativement
précise les pCls, et pCLs, Dans les autres cas, la différence observée entre les valeurs
expérimentales et les valeurs théoriques est trés importante. Elle peut étre essentiellement due aux

fluctuations importantes de nos mesures.

D'ane maniere générale, nous pouvons néanmoins considérer que nos valeurs pouvaient
étre calculées par les équations précitées. Cependant, il reste de continuer & effectuer des
évaluations biologiques sur d'autres dérivés afin de conforter les modeles de VIGNOLES (1990}

car ces derniers ont été calculés en n'utilisant que douze produits.
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CONCLUSION

Notre travail s'inscrit dans le cadre des études effectuées sur le BNT et ses dérivés. Aprés
avoir effectué une détermination des conditions optimales, nous avons réalisé des expériences
visant & mettre en évidence la toxicité du 3-chloro-BNT vis-3-vis d'Euglena gracilis. Nous avons
choisi cette algue verte comme modele végétal car elle présente l'avantage d'étre sensible aux

pesticides.
Les résultats obtenus au cours de nos essais montrent que :

- Le pourcentage en PEG 400 dans le milieu de culture n'a pas d'influence notable sur

Ia dissolution du produit toxique.

- La dissolution du dérivé du BNT dans le solvant et sa dilution dans le milieu de culture
paraissent étre limitées par un seuil de saturation. Ce phénomene peut &tre dii soit & une
mauvaise dissolution du produit dans le PEG 400, soit 3 une mauvaise rétention des

molécules dans le solvant.

- Une perte de produit trés importante a lieu lors de la filtration stérilisante. Nous avons,

par conséquent, été obligée de modifier le protocole expérimental mis au point iaar
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VIGNOLES (1990) en rajoutant le produit dissous dans le PEG 400 directement dans

le milieu de culture préalablement autoclavé.

- Le PEG 400 n'a aucune influence sur la croissance d'E. gracilis lorsque sa

concentration dans le milieu de culture est inférieure 3 4 %.

- Les euglenes se muliplient d'une manitre plus ou moins importante en fonction du
milien de culture. Le milieu de Schiff paraft plus favorable & une importante
muitiplication des cellules que le milieu lactate.

- Un éclairage artificiel avec une photophase de 12 h diurnes est plus favorable au

développement des algues que l'obscurité totale.

- Les valeurs expérimentales de pCly, et pCLs, obtenues pour le 3-chioro-BNT auraient
pu étre estimées 3 l'aide des modeles de relation structure-activité quantitative
déterminés par VIGNOLES (1990).

Ces résultats s'inscrivent dans la continuité des études relatives aux dérivés du BNT. Ils
permettent entre autres de confirmer la majorité des résultats précédents. De plus, ils apportent
des renseignements nouveaux concernant la dissolution des produits dans le solvant et précisent

aussi les conditions optimales de culture des euglénes.

Cependant, ces données restent néanmoins parcellaires et nécessitent la réalisation de
manipulations complémentaires visant 3 expliquer précisément les raisons de 1a perte du produit
apres dilution dans le milieu de culture.
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ANNEXE 1

Composition du milieu de Schiff (GREENBLATT et SCHIFF, 1959)

Ce milieu comprend une fraction organique et une fraction minérale. La fraction organique
est constituée de la maniére suivante :

Fraction minérale 4,0 ml
Acide malique 08¢g
Acide glutamique 20g
(NE,),HPO, 08¢
KH,PO, 0,16 g
H,0 qsp 200,0 mi

Les acides et les sels de phosphore sont dissous dans 196 ml d’eau distillée titde. On
ajoute 2 cette solution 4 ml (2 %) de la fraction minérale qui va apporter divers oligo-€léments
nécessaires au développement de la cellule. Cette fraction minérale est préparée préalablement et
conservée au réfrigérateur. Elle est composée de :

Mg 80O,, 7 H,0 120g
CaCl,, 2 H,0 09g
FeSO,, 7 H,0 04¢g
BO;H 02¢g
EDTA Na, 05g
ZnSO,4, 7 H,0 0,3g
MnSO,, H,0 0lg
H,S0, 10,0 mi
H,0 qsp 1,0 litre

Pour avoir une meilleure dissolution et une bonne homogénéisation, le mélange est soumis
a une agitation. Les vitamines B, ¢t By, conservées & +4 °C, sont rajoutées seulement au moment
de la mise en culture avec des quantités respectivement égales & 6 mg et A 26 pg. Elles sont &
I’état de solutions concentrées, stérilisées par filtration.
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ANNEXE 2

Composition du milieu lactate

Le milieu est constitué de la maniére suivante :

PO,H,K 06g
CaCl, 02g
MgSO, 05g
(NH,),HPO, 04¢g

FeCl; (solution 2 29 %) 1,0 goutte -
Acide lactique L , 3,0ml
vitB, (a 1 g1 1,0 ml
vitBi, 2 4 mgl?) 0,5 ml
Solution acide métallique 10,0 ml
H,0 qsp 1,0 litre

La solution d'acide métallique se compose des €léments suivants :

ZnSO4 10,0 g
MgSO0, 80¢g
H,0 gsp 1,0 litre

Les différents sels sont dissous dans 1’eau distillée tiedie. On ajoute 1’acide lactique puis
la solution metallique. Les vitamines seront introduites dans le milieu seulement au moment de
1a mise en culture.
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ANNEXE 3

Les dérivés du BNT : acide ou base ?

Jusqu'a présent, les dérivés du BNT ont toujours €t€ considérés comme des monobases
faibles en milien aqueux. Or, des travaux récents montrent en fait qu'il s'agit d'acides faibles
(CLEDAT, résultats non publiés). Cependant, cette nouvelle donnée ne change pas
fondamentalement l'interprétation que l'on peut tirer des résultats : les produits peuvent exister
soit sous la forme neutre soit sous une forme chargée (aprés départ d'un proton).

en effet, bien que le mode d’action des dérivés du BNT reste assez mal connu, il est
logique de penser qu'il serait similaire & celui du Niclosamide.

Ces molécules, capables de capter ou de perdre un proton seraient responsables d'une
action découplante au nivean des chaines respiratoires mitochondriales et provoqueraient des
désordres cellulaires.

De plus, on peut quand méme affirmer que :

- lactivité molluscicide peut étre améliorée en synthétisant des composés plus lipophiles.
En effet, la toxicité est due essentiellement 2 la lipophilie du produit pendant les 96
premieres heures d’intoxication (VIGNOLES, 1990).

- la toxicité est renforcée par la présence d’halogénes sur le cycle benzénique.

Des travaux précédents (MADULO-LEBLOND et al., 1981) ont montré qu’on peut
augmenter les propriét€s molluscicides du BNT par substitution de son cycle benzénique, en
position convenable, par un ou plusieurs atomes d’halogéne : du chlore ou éventuellement du
brome.

Le tableau suivant regroupe les parametres physico-chimiques des produits étudiés ainsi
que ceux du BNT non-substitué (CLEDAT, 1989). Les valeurs de ces parametres étaient valables
lorsque 1'on considérait ces produits comme des bases faibles,

composé PK, |loge; {loge, | logP | logk Zg | Zog, | Zo, | MM
BNT 658) 421 | 440 | 0,81 | -1,74 - 0 0 249,3
3-chloro-BNT 608] ? 439 | 1,72 | -,7 | 0,71 | 037 0 283,69
4-bromo-BNT 623} 17 442 | 1,87 |-1,724 | 0,86 | 022 0 328,2
2,6-difluoro-BNT 5841 420 | 429 | 0,81 | -143 | 0,28 0 1,06 |28522

ol :
-K, : constante d’acidité dans H,O + KC10,1 M 220 °C (pK, =-log K,)

-€,: coefficient d’extinction molaire de la forme protonée en Lmol l.om™,
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-€,: coefficient d’extinction molaire de la forme neutre en Lmol ™ .cm’!,

-P: coefficient de partage octanol/eau calculé par la méthode de LEQO (1983).

-k: constante de vitesse du premier ordre pour I’hydrolyse alcaline en h™!, valeur mesurée
dans le tampon glycine/NaOH, pH 10,8 + .10 % CH,CN, 40 °C.

- Z1 : somme des parametres de HANSCH.

- Z¢o : somme des parametres de HAMMETT pour les dérivés substitués en position méta ou
para (Zo,,,) et pour ceux substitués en position ortho (Za ). Omp d’aprés PERRIN er
al. (1981). o, d’aprés SHORTER (1982).

- M.M. : masse molaire (g.mol‘l).
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ANNEXE 4

Détermination spectrophotométrique de Ia concentration en produit

Au début de la réalisation de notre these, I'hypothese selon laquelle on supposait que les
dérivés du BNT étaient des bases faibles, prévalait toujours. Par conséquent, tous les calculs
utilisé€s pour déterminer leur concentration en solution sont les suivants :

Selon la loi de Beer-Lambert , nous avons :
A : absorbance de la solution
A=elL.C ¢ : coefficient d’absorption molaire en LmolL.cm™
L : longueur du trajet optigue (1 cm)
C : concentration du produit en mol.I'!
Si le BNT et ses dérivés étaient de bases faibles, selon le pH, il faudrait tenir compte de leur
équilibre acido-basique :

B + H*= BH*®
base acide

D'oii: 4 = ¢, L[BH"| + ¢,L[B]
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A absorbance de 1a solution

L:  longueur du trajet optique (1 cm)
woit: c=4 _1+x o) g, : coefficient d’extinction de la forme
: L e +ex acide [BH*] en L. mol"l.cm!

e, : coefficient d’extinction de la forme
basique [B] en L.moll.cm™

C: concentration totale en moll?!
(C=[B] +[BH'])

avec x=J£]—=10‘""""K"

[z ]

Lorsque le pH du milieu est égal 4 3,5, 1'absorbance est mesurée & A; nm (pic de ia forme
protonée}, la forme neutre n’absorberait pas (e, = 0) et donc I’équation (1) deviendrait :
A 1 +x

C=—x
L €

Lorsque le milien est 4 un pH égal a 7,2, nous mesurons 1’absorbance de la solution & 4,
nm (pic de la forme neutre). A cette longueur d’onde, la forme protonée n’absorberait pas
(e = 0) et donc I’équation (1) se résumerait a :

A 1 +x

C = i x
L €

%
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ANNEXE 5

Courbe logistique
L’équation de cette courbe est la suivante :

N N : nombre de cellules par ml au temps t
N = = (2) Np : nombre initial de cellules par ml

1 +( — - 1] exp (-kt) Ny - Rombre maximum de cellules par ml
0

k : taux de croissance maximal en h™!

La regression non-linéaire permet de calculer les valeurs de trois paramétres Ny, N, et
k selon la méthode de Gauss-Newton. Cependant, cette équation ne permettait pas d’affiner
correctement les paramétres principalement en raison de la relative petitesse de Ny devant Ny,

Par conséquent, nous avons utilisé 1a forme logarithmique de 1’équation (2) :
N N
In| — - 1| =Inj —= -1} - k¢
[ N ] ( N, )

On effectue ensuite les approximations initiales suivantes :

- Njax €gal & la valeur la plus €levée obtenue lors de la numération
- N égal a 50.10° cellules.mi™

avec
t : heure de la premigre numération

N : nombre de cellules par ml™! au temps t
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Titre : INFLUENCE DES CONDITIONS EXPERIMENTALES SUR LA TOXICITE DE
QUELQUES DERIVES DU 2-BENZAMIDO-5-NITROTHIAZOLE VIS-A-VIS
D'Euglena gracilis Klebs. par Florence CHARRIERAS.

Trois points ont été abordés au cours de ce travail sur la toxicité du 2-benzamido-5-
nitrothiazole (BNT) ou de deux dérivés sur la culture d'Euglena gracilis Klebs.

Le but du premier point est de déterminer les conditions optimales pour la culture
d'’Euglena gracilis. Pour cette étude, nous avons fait varier trois parametres : la nature du milieu
de culture, 'éclairement et le solvant du produit toxique (le polyéthyléne glycol 400 ou PEG 400).
Les euglénes se muliplient d'une maniére plus ou moins importante en fonction du milieu de
culture. Le milieu de Schiff parait plus favorable 4 une importante multiplication des cellules que
le milien lactate. Un éclairage artificiel avec une photophase de 12 h diurnes est plus favorable au
développement des algues que l'obscurité totale. Le PEG 400 n'a aucune influence sur la
croissance d'E. gracilis lorsque sa concentration dans le milieu de culture est inférieure 4 4 %.

La solubilité du 2-benzamido-5-nitrothrazole (BNT) et du 2,6-diflucro-BNT a €t€ analysée
dans un deuxi¢me temps lorsque ces derniers se trouvent en solution dans le milieu de culture des
algues. Une perte de produit trés importante a lieu lors de la filtration stérilisante. Nous avons,
par conséquent, €t¢ obligée de modifier le protocole expérimental initial. Le pourcentage en
PEG 400 dans le milieu de culture n'a pas d'influence notable sur la dissolution du produit toxique.
1.a dissolution du dérivé du BNT dans le solvant et sa dilution dans le milieu de culture paraissent
étre limitées par un seuil de saturation. Ce phénoméne peut €tre dii soit & une mauvaise dissolution
du produit dans le PEG 400, soit & une mauvaise rétention des molécules dans l¢ solvant.

Enfin, la toxicité du 3-chloro-BNT sur d'E. gracilis a été déterminée en calculant les Cly,
(concentration inhibant la croissance de 50 % des algues) et la CL, (concentration provoquant
la mort de 50 % des eugleénes). Les valeurs expérimentales de ces parametres sont proches des
valeurs théoriques déterminées a l'aide de modeles de relation structure-activité quantitative.

Mots clés : Ecotoxicologie, Euglena gracilis, Molluscicide.




