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RESUME 

 

De grandes quantités d'eaux usées sont produites chaque jour et acheminées vers les stations 

de traitement des eaux usées. La plus-part de ces eaux contient des déchets pharmaceutiques 

et des molécules organiques qui sont difficilement éliminables par les filières classiques de 

traitement. En outre, ces composés dégradés donnent lieu à des sous-produits souvent plus 

toxiques et fortement préjudiciables à l'environnement.  

La présente étude a pour objet d’évaluer l’écotoxicité de l'Acide Orange 7, du paracétamol et 

de la carbamazépine ainsi que de leurs sous-produits de dégradation au cours du traitement 

par procédé électrofenton. 

La mesure de la toxicité a été réalisée avec la méthode ISO 11348 (Microtox) qui détermine le 

taux d’inhibition de la souche bactérienne Vibrio fischeri face à des solutions présumées 

toxiques. Il apparait que les sous-produits immédiats des différents composés sont plus 

toxiques que le composé initial. Ce résultat s’illustre par un fort taux d’inhibition des 

bactéries marines Vibrio fischeri. En effet, le 1,4-benzoquinone, l'hydroquinone et le 1,2 -

naphthoquinone se distinguent comme étant les plus toxiques. En revanche les sous-produits 

apparaissant à la fin du chemin réactionnel sont des acides carboxyliques qui, à l’exemple des 

acides fumarique et maléique, ont une toxicité relativement faible. Lorsque les sous-produits 

sont mixés, l’évaluation de la toxicité ne se comporte pas comme une moyenne des toxicités 

mais, comme un effet de synergie global influençant le comportement de la solution  

observée. 
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ABSTRACT  

 

Substantial quantities of wastewater are produced each day and transported to wastewater 

treatment plants. Most of these waters contain pharmaceutical waste and organic molecules 

that are not easily removed by conventional treatment processes. In addition, the by-products 

of degradation result are often more toxic and highly harmful to the environment. This study 

lead to evaluate the ecotoxicity of acid orange 7, paracetamol and carbamazepine and their 

by-products identified during the electrofenton process. 

The measure of toxicity was made using the Microtox ISO 11348 method which measures the 

degree of bacterial inhibition face to toxic solutions. It appears that the direct by-products of 

the various compounds are more toxic than the original compound. This result is illustrated by 

a high rate of bacteria Vibrio fischeri inhibition. Indeed, 1,4-benzoquinone, hydroquinone, 1,2 

-naphthoquinone stand out as the most toxic. However byproducts appearing at the end of the 

reaction path are carboxylic acids which are relatively low toxicity like fumaric and maleic 

acids. When by-products are mixed, the toxicity is not behaving as an average of toxicities but 

some by-products in solution influence the toxicity of the mixture. 
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I. INTRODUCTION 

 

De nos jours, les molécules organiques dont les composés pharmaceutiques, sont au cœur des 

préoccupations environnementales. En effet, la demande de plus en plus croissante des 

populations entraine une production importante chaque année de produits pharmaceutiques. 

En France par exemple, le marché florissant des antidouleurs à base de paracétamol est 

illustratif : suivant une étude menée en 2012, il s'en vend près de 14 boites par seconde ou 422 

millions de boites par an (ConsoGlobe, 2012). 

Cette importante production en amont entraine fortement des concentrations résiduelles en 

aval. Ainsi, les antalgiques consommés ou plus généralement les molécules organiques ou  

pharmaceutiques provenant soit des centres hospitaliers, soit des rejets industriels ou même 

des ménages, se retrouvent dans les eaux usées et sont acheminées vers les filières classiques 

des stations d’épuration. Alors que, ce sont des molécules difficilement biodégradables et 

nécessitant donc un traitement supplémentaire au traitement biologique. 

Le constat est donc qu’en l’absence de traitement tertiaire, la plus part de ces éléments se 

retrouvent dans la nature à de faibles concentrations et dont la bioaccumulation peut être 

néfastes aux organismes vivants (Stockholm County Council, 2014-2015).  

Aussi, les molécules organiques, si elles ne sont pas entièrement dégradées, elles peuvent 

donner naissance à des produits intermédiaires qui peuvent être relativement plus toxiques 

que la molécule d’origine. Des dommages relativement graves peuvent être causés par l’effet 

cocktail des sous-produits de dégradation des polluants de base ; ces dommages relèvent du 

domaine de l’écotoxicologie. 

En effet, l’écotoxicologie est une science relativement récente qui découle de l’écologie et de 

la toxicologie. Elle est née du constat que les polluants contaminent la biosphère et dans 

certains cas, ils interagissent entre eux et avec le vivant. Cette discipline scientifique étudie le 

comportement et les effets d'agents « polluants » sur les écosystèmes, qu'il s'agisse d’agents 

d’origine artificielle (incluant médicaments, perturbateurs endocriniens, etc.) ou d'agents 

naturels dont l’homme modifie la répartition et/ou les cycles dans les différents 

compartiments de la biosphère (Philippe, et al., 2007). 

Le traitement biologique élimine partiellement la pollution et les sous-produits sortant de la 

filière de traitement se trouvent être souvent plus toxiques. Ces sous-produits sont parfois 

non-dégradables ou ne se dégradant pas assez vite par la lumière, l'oxygène, les bactéries de 

l'eau, les bactéries du sol ou les bactéries des sédiments;  Ces polluants se retrouvent dans le 
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réseau trophique ou dans l'eau, dans l'air, dans les sols et dans les sédiments. Ils peuvent alors 

agir seuls ou en synergie entre eux, avec d'autres polluants (dont les résidus de pesticides) 

comme facteurs de perturbation endocrinienne sur la santé des animaux, des plantes ou 

d'autres organismes qui les absorbent. 

C’est au vu de tous ces composés organiques plus ou moins récents et qui, de plus en plus se 

retrouvant dans le milieu naturel qu’une étude sur l’écotoxicité de 3 polluants organiques à 

savoir le paracétamol (PCM), l’Acide Orange 7 (AO7) et la carbamazépine (CBZ) a été 

envisagée à l’échelle de laboratoire. 

L’importance d’une telle étude est d’autant plus certaine qu’elle intègre à la fois la toxicité 

des polluants et celle de leurs sous-produits de dégradation ; ce qui présente une plus-value 

par rapport aux études faites par d’autres auteurs qui ont soit seulement travaillé sur les 

processus de dégradation des polluants organiques ou soit seulement sur la toxicité de ces 

polluants. 

La présente étude va donc consister à évaluer la toxicité individuelle des sous-produits connus 

de l’AO7 et du PCM et à les mélanger selon différents protocoles pour en déterminer la 

toxicité. Les travaux vont aussi permettre pour le CBZ de suivre l’évolution de sa toxicité tout 

au long d’un traitement tertiaire par procédé d’oxydation avancé. Le procédé ici utilisé est 

l’électrofenton pour une dégradation des molécules de CBZ en composés non toxiques. 

L’étude sera subdivisée en trois principales parties  selon le polluant étudié. Dans un premier 

temps il s’agira de mesurer la toxicité des sous-produits de l’Acide Orange 7 préparés à 

certaines concentrations puis de réaliser des mélanges de sous-produits. Dans un second 

temps il s’agira de déterminer la toxicité du PCM et de ses sous-produits seuls puis en 

mélanges préparés à des concentrations définies. En dernier lieu, sera mesurée la toxicité 

d’une solution de carbamazépine dégradée par électrofenton. 
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II. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 

 

II.1 PRESENTATION DES COMPOSES ETUDIES 

Trois principales molécules ont fait l’objet de l’étude à savoir le colorant Acide Orange 7 

(AO7), la molécule de paracétamol (PCM) et celle de la carbamazépine (CBZ). Ces trois 

composés aromatiques sont des molécules présentes de manière notoire dans les eaux usées 

d’origines urbaines et industrielles. 

L’Acide Orange 7 est un composé qui, s’il est ingéré, peut à forte dose (Rat (Orale) : > 10 500 

mg/kg), causer des dommages à l’organisme tels que : irritation des yeux, atteinte des voies 

sanguines, dommages hépatiques et production d’effet cathartique. Ce composé est aussi 

connu sous le nom de Acide Orange 2 ou sel monosodique. D’autres nomenclatures 

rencontrées dans la littérature le désignent également comme étant le benzenesulfonique 

acide, et le sel monosodique de l'acide ((hydroxy-2 naphthalenyl)-1 azo)-4 benzenesulfonique 

(CSST, 2014).  

Aujourd’hui l’Acide Orange 7 est destiné à être utilisé dans les formulations de teinture 

capillaire comme un colorant direct à une concentration maximale de 0,5 %. Il est également 

autorisé à être utilisé comme colorant cosmétique, classé CI 15510 à l'annexe IV de la 

directive sur les cosmétiques de l’UE (Scientific Committee on Consumer Safety, 2014). A 

priori non dangereux à faibles concentrations pour la santé humaine, l’Acide Orange 7 se 

révèle cependant être une molécule très difficilement biodégradable et de nature à polluer les 

ressources en eau (Salhi, et al., 2014). 

Le deuxième composé qui a fait l’objet d’étude est la molécule de paracétamol encore appelé 

acétaminophène de formule brute C8H9NO2. Cette molécule se retrouve fréquemment dans les 

rejets urbains mais aussi dans les rejets industriels notamment au niveau de l’industrie 

pharmaceutique. Des effluents de station d’épuration ont montré des concentrations 

résiduelles de paracétamol à hauteur de 108,1 - 11308 ng/L (Académie Nationale de 

Pharmacie, 2008). La molécule de paracétamol est considérée comme une molécule de base 

dans la fabrication de nombreux autres médicaments dérivés faisant partis de la classe des 

antalgiques antipyrétiques non salicylés et courant d’utilisation. Cela explique sa présence  

dans de nombreux effluents domestiques. 

Lorsque les usines de traitement des eaux usées utilisent le procédé de javellisation, le 

paracétamol pourrait se transformer en produit toxique (Avignon, 2005). Ainsi  sous l’action 

de l’hypochlorite, il se substitue en 1,4-benzoquinone et N-acétyl-p-benzoquinone (Bedner, et 
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al., 2006). La première molécule est suspectée d’être génotoxique et mutagène, tandis que la 

seconde est toxique pour le foie.  

La troisième molécule soumise à étude est la Carbamazépine. C’est un composé généralement 

utilisé pour le traitement des troubles de la saisie et de la douleur neuropathique et est 

également utilisé dans le traitement de trouble bipolaire et en combinaison avec un 

antipsychotique dans certains cas de schizophrénie. D'autres utilisations peuvent inclure le 

trouble déficitaire de l'attention avec hyperactivité et le trouble de stress post-traumatique 

(Alrashood, 2016). 

La carbamazépine a des propriétés physiques particulières à savoir des caractéristiques de 

solubilité faible dans l’eau (Yousef, et al., 2007). Elle est également difficilement 

biodégradable avec des taux de biodégradation de moins de 10 à 30% en sortie de station 

d’épuration (Académie Nationale de Pharmacie, 2008). 

Les trois molécules décrites ci-dessus à savoir les molécules d’Acide Orange 7, de 

paracétamol et de carbamazépine ont fait l’objet d’intérêt de nombreuses recherches. En effet, 

le paracétamol et la carbamazépine sont courants dans les eaux usées urbaines et pharma-

industrielles tandis que l’Acide Orange 7 est spécifiquement présent dans les rejets d’eau des 

industries textiles. De plus, elles sont difficilement biodégradables et se retrouvent dans les 

effluents des stations d’épuration et donc aussi bien dans les ressources en eau terrestres que 

dans le sol et dans l’air.  

 

II.2 DEGRADATION DU PARACETAMOL, DE L’ACIDE ORANGE 7  

         ET DE LA CARBAMAZEPINE ET PAR ELECTROFENTON 

Des procédés d’oxydation avancée sont généralement utilisés afin de dégrader les composés 

résistants au traitement biologique : ozonation, électrofenton, photo-oxydation, peroxyde 

d’hydrogène… Dispositifs souvent couteux, ces procédés s’avèrent pour la plus part efficaces 

à l’élimination des molécules résistantes. L’électrofenton est le procédé auquel nous nous 

sommes intéressés. 

Durant le processus d’électrofenton, des réactions de décomposition du peroxyde d’hydrogène 

(H2O2) par des sels métalliques (en particulier des métaux de transition) sont initiées en vue 

de générer des espèces radicalaires (OH°, HO2°) très réactives vis-à-vis des polluants 

organiques. 

La réaction principale du procédé d'oxydation Fenton conduit à la formation de radicaux 

hydroxyles par la réduction catalysée de H2O2 par Fe2+ dans un milieu acide : 
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H2O2 + Fe2+ + H+ → Fe3+ + •OH + H2O             (1) 

Pour éviter les inconvénients rencontrés pendant le processus Fenton notamment le transport 

du H2O2 et le risque potentiel de la perte de l'activité, sont combinés l'addition d'ions ferreux 

avec la génération de peroxyde d’hydrogène provenant de l'électrode in situ. La production de 

H2O2 en solution aqueuse est obtenue par électro-réduction de l'oxygène dissous sous un 

potentiel cathodique appliqué approprié (Xia, et al., 2015) . Des électrodes cathodiques tels 

que le carbone vitreux (Valdez, et al., Nov 2012), le feutre de carbone (Huong, et al., 2015), 

une éponge de carbone (A. Özcan, et al., 2008), et l'électrode de diffusion de gaz (Yu, et al., 

2015) sont couramment utilisés à cet effet comme l’indique l’équation 2 : 

O2 + 2H+ + 2e- → H2O2           (2) 

Les radicaux hydroxyles formés peuvent attaquer et lancer l'oxydation des polluants (RH) 

d’où l'équation suivante : 

•OH + RH → R• + H2O                      (3) 

L’électrolyte est ajusté à un pH acide avant le début de l’électrofenton, le choix du potentiel 

hydrogène se justifie par le diagramme de Pourbaix (fig. 1) pour une optimisation de la 

réaction car au-delà de pH 3 le fer (Fe2+ et Fe3+) est susceptible de précipiter et de former 

des hydroxydes de fer. 

 

 

Figure 1 : Diagramme de Pourbaix : Zones de prédilection en fonction du pH  

pour la formation d’ions Fe2+ et Fe3+ en solution 

 



Toxicité de composés aromatiques et de leurs sous-produits de dégradation 

Dawidwendé Thècle Laetitia ZOUNGRANA   M2/EA       2014/2015 10 

II.3 BIOESSAIS AVEC VIBRIO FISCHERI 

Plusieurs auteurs tels Boillota, et al. (2008) ont travaillé sur les bioessais avec des organismes 

cibles comme la bactérie marine Vibrio fischeri (inhibition de la luminescence en 15 et 30 

min), le microcrustacé Daphnia magna (inhibition de la mobilité en 24 h et 48 h), l’algue 

Pseudokichneriella subcapitata (inhibition de la croissance de la population en 72 h), le 

microcrustacé Ceriodaphnia dubia (inhibition de la mobilité en 24 h et 48 h, inhibition de la 

croissance de la population en 7 jours et inhibition de la reproduction en 7 jours), le rotifère 

Brachionus calyciflorus (inhibition de la reproduction en 48 h) et la lentille d’eau Lemna 

minor (inhibition de la croissance en 7 jours). 

V. fischeri est une bactérie marine, flagellée, bioluminescente, hétérotrophe, Gram-négative.  

Selon Dunn (2012), c’est une bactérie modèle pour l'étude de la bioluminescence 

microbienne. Certaines colonies sont libres et se nourrissent en décomposant de la matière 

organique mais la bactérie Vibrio fischeri vit souvent en symbiose dans l’organisme de 

poissons marins comme le poisson lanterne ou le calamar (Prévot, 2014).  

Le test avec Vibrio fischeri est basé sur la réduction de la bioluminescence bactérienne en 

présence de composés d'essai (Pinto, et al., 2012).  

En effet, l'intensité lumineuse des bactéries luminescentes de souche Vibrio fischeri NRRL B-

11177 diminue après un certain temps d'exposition à une substance toxique. Cette bactérie 

émet de la luminescence au cours de sa croissance et cette bioluminescence est 

proportionnelle à sa respiration cellulaire. L'activité de la cellule bactérienne est réduite en 

présence d'éléments toxiques qui provoquent la mort ou l'inhibition d'une partie des micro-

organismes. Comme l'activité de la cellule pourrait être réduite par la présence d'éléments 

toxiques, la bioluminescence est donc un très bon indicateur de l'état de la bactérie et donc de 

la toxicité globale de l'échantillon. 

Afin de procéder aux différentes mesures de toxicité des solutions, un tube de bactérie est 

apprêté en imitant les conditions de vie du milieu marin (Romero, et al., 2008). Avant de 

procéder à la mise en contact avec le polluants, elles doivent émettre suffisamment de lumière 

ce qui correspond à une phase de croissance maximale stationnaire : le taux de croissance 

devient nul et les bactéries qui se multiplient compensent celles qui meurent. Après 15  min, 

on mesure la luminescence des bactéries seules sans polluant puis des lectures sont faites  sur 

la luminescence des bactéries après 5  min et 15  min de temps de contact.  

Le Microtox Analyzer est un instrument très répandu pour l'évaluation de la toxicité. Le 

principe de fonctionnement du Microtox est basé sur un enregistrement de la luminescence de 
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Vibrio fischeri. Cette luminescence dépend des conditions du métabolisme et de la toxicité de 

l'environnement. Microtox est appliqué comme un outil de dépistage pour un large éventail de 

problèmes écotoxicologiques. Plus de 50% de toutes les demandes de l'essai de toxicité 

Microtox sont liés à l'évaluation des déchets industriels, domestiques ou des études de 

lixiviation. C’est l’exemple de l'évaluation des risques, en relation avec un déversement de 

pétrole simulé (Zadorozhnaya, et al., 2015). 

Costaa, et al., (2015) a également travaillé sur des bactéries de l’espèce Vibrio fischeri en 

mettant en contact les bactéries et un inhibiteur, la luminescence des bactéries était mesurée 

par la suite et les résultats ont été comparés avec ceux fournis par un kit de dosage 

conventionnel (Biotox®).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Toxicité de composés aromatiques et de leurs sous-produits de dégradation 

Dawidwendé Thècle Laetitia ZOUNGRANA   M2/EA       2014/2015 12 

III. OBJECTIFS ET HYPOTHESES DE TRAVAIL 

 

 Objectifs  

L’objectif général de notre travail consiste à adapter les protocoles de mesure de toxicité du 

Microtox à chaque type d’échantillon selon sa matrice, sa nature et sa concentration.  

Il s’agit de manière spécifique de : 

• Contribuer à la validation de la méthode analytique de toxicité (chimiométrie : 

répétabilité, reproductibilité) 

• Mesurer la toxicité de sous-produits de l’AO7 et du PCM seuls en solutions puis en 

combinaison (l’effet cocktail de polluants) 

• Mesurer l’évolution de la toxicité de la carbamazépine durant sa réaction de 

dégradation. 

 

 Hypothèses  

Les composés aromatiques tels l’Hydroquinone;  la 1,4Benzoquinone sont très toxiques pour 

la souche bactérienne Vibrio fischeri. 

Les acides carboxyliques comme les acides oxalique et oxamique sont faiblement toxiques. 
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IV. MATERIELS ET METHODES  

 

IV.1. PRODUITS CHIMIQUES 

Les produits chimiques utilisés sont : 

 La Carbamazépine (99% Sigma Aldrich).  

 L’Acide Orange 7 (Orange II sodium salt) et ses sous-produits standards : 

Hydroquinone (99%) (H9003 Sigma-Aldrich Réactif Plus); 1,4-benzoquinone(99%); 

L'acide 2-Formicbenzoique (99%); 1,2-naphtoquinone (97%); 2-hydroxyl-1,4-

napthalenedione (97%); L'acide 4-Hydroxylbenzenesulphonique (99%); 2-naphtol 

(99%); L'acide oxalique; L'acide maléique; l’acide oxamique; L'acide fumarique (tous 

de Sigma-Aldrich). 

 L’Acétaminophène (paracétamol) ainsi que ses sous-produits : Le Benzoquinone 

(99%); le benzaldéhyde; l’acide benzoïque (99%); l’acide oxalique; L'acide maléique; 

l’acide oxamique; l’acide formique; L'acide fumarique; l'acide acétique (tous de 

Sigma-Aldrich). 

 

IV.1.1. Préparation des solutions des sous-produits de l’AO7 

Les sous-produits de l’AO7 apparaissant dans le chemin de dégradation ont été détectés 

HPLC-MS (Cf. annexe 1). La figure 2 présente les sous-produits de l’AO7 et ceux marqués 

en couleur rouge sont les sous-produits auxquels nous nous sommes intéressés :   
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 Figure 2 : Extrait de chemin réactionnel de l’Acide Orange 7 

 

Des solutions de 0,5L sont préparées à partir des sous-produits dilués dans de l’eau milliQ. La 

masse m à peser pour chaque standard se calcule par : 

𝑚 = 𝑀 ∗ 𝐶𝑚 ∗ 𝑣 

Où : M est la masse molaire du composé (g.mol-1) 

       Cm la concentration molaire du composée identifiée au cours de l’électrofenton (M/L) 

        v le volume dans lequel sera préparé la solution (L). 

Chaque sous-produit se formant au moment de la dégradation de l’AO7 comporte un plateau 

de temps d’apparition où la concentration est la plus élevée. Ces sous-produits sont donc 

préparés à leurs concentrations maximales. 

Lors de la préparation des solutions de sous-produits de l’AO7 et du PCM, il est impératif 

d'ajuster le pH à intervalles de valeurs entre 6,5 et 7,5 avant de procéder à la mesure de la 

toxicité sur les souches de Vibrio fischeri. Afin de réaliser ces ajustements de pH, des 

solutions d'hydroxyde de sodium (NaOH) et d'acide sulfurique (H2SO4) ont été préparées  à 

une concentration de normalité 4 N puis diluées pour obtenir les solutions filles de normalités 

suivantes : 2N, 1N, 0,5N ; 0,1N ; 0,05N ; 0,02N ; 0,01N ; 0,005N et 0,001N. 

Chacune de ces solutions de sous-produits a subi des tests de toxicité sur V. fischeri puis elles 

AO7

4-[(2,3-dihydroxy-1-
naphthyl)diazenly]-

benzenesulfonate

4-[(2,3,4-trihydroxy-1-naphthyl)diazenly]-

benzenesulfonate

1,2-
napthoquinone

1,2-naphthalenediol

2-Hydroxyl-1,4-
napthalenedione

2,3-Dihydroxy-1,4-
naphthalenedione

acide 2-
Formicbenzoique

1(3H)-
isobenzofuranone

2-napthol

acide

4-Hydroxylbenzenesulphonique

1,4-Benzoquinone

Hydroquinone
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ont été combinées selon le temps d’apparition des sous-produits au cours de l’EF. Le tableau 

1 résume les différentes concentrations maximales des sous-produits puis les regroupe selon 

que leurs pics de concentration apparaissent entre 5 et 30 min ; entre 30 et 60 min ou entre 6 

et 8 heures. 

 

Tableau 1 : Groupes de sous-produits de l’AO7 et leurs concentrations  en fonction du temps 

d’apparition 

Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3 

5-30min 30-60 min 6h-8h 

1,4-Benzoquinone 

 0,0038 mM/L 

2-Formicbenzoic acide 

0,94 mM/L 

1,2-napthoquinone  

0,33 mM/L 

2-Hydroxyl-1,4-

napthoquinone  

0,166 mM/L 

4-

Hydroxylbenzenesulphonic 

acide  

0,0076 mM/L 

Acide fumarique  

0,254 mM/L 

Hydroquinone 

 0,9 mM/L 

Acide fumarique  

0,254 mM/L 

Acide oxalique  

1,114 mM/L 

Acide maléique  

0,173 mM/L 

Acide oxamique  

0,091 mM/L 

 

 

IV.1.2. Préparation des solutions de sous-produits du PCM  

Les sous-produits du PCM ont été identifiés par HPLC-MS (Cf. annexe 1) lors de la 

dégradation du paracétamol par électrofenton puis ont fait l’objet de tests de toxicité. La 

figure 3 présente les sous-produits du PCM qui ont été utilisés pour préparer les solutions qui 

ont ensuite subi des tests de toxicité. 
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 Figure 3 : Extrait de chemin réactionnel du paracétamol 

 

Des solutions de 0,5L sont préparées en diluant la masse à peser correspondant à chaque sous-

produit. Cette masse m à peser se détermine suivant le calcul : 

𝑚 = 𝑀 ∗ 𝐶𝑚 ∗ 𝑣 

Où M est la masse molaire du composé (g.mol-1) 

     Cm la concentration molaire du composée identifiée au cours de l’électrofenton (M/L) 

      v le volume dans lequel sera préparé la solution (L). 

Des temps singuliers ont été identifiés au cours de la dégradation du PCM par EF, ces 

singularités s’observent à 10 min, 60 min, 80 min et 120 min. Afin d’étudier la toxicité des 

composés à ces temps donnés, les sous-produits ont été préparés aux concentrations 

auxquelles ils apparaissent respectivement en solution à 10 min, 60 min, 80 min et 120 min 

durant l’électrofenton. Le pH est ajusté entre 6,5 et 7,5 avant de procéder à la mesure de la 

toxicité sur les souches de Vibrio fischeri. Par la suite ces sous-produits sont mixés ensembles 

par groupe de temps d’apparition comme l’indique le tableau 2. 

 

 

 

 

 

 

PCM

2-hydroxy-4-(N-
acetyl)aminophenol

Acide benzoique

1,4-
Benzoquinone

Benzaldehyde
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Tableau 2 : Groupes de sous-produits du PCM et leurs concentrations  en fonction du temps 

d’apparition 

Groupe A Groupe B Groupe C Groupe D 

10 min 60 min 80 min 120 min 

PCM  

0,5 mM/L 

 

Benzoquinone 

0,244 mM/L 
 

benzaldehyde 

0,93 mM/L 
 

acide benzoïque 

0,09 mM/L 

PCM  

0,2 mM/L 
 

benzoquinone 

0,035 mM/L 
 

benzaldehyde 

0,25 mM/L 
 

acide benzoïque 

0,05 mM/L 

PCM  

0,1 mM/L 
 

benzoquinone 

0,005 mM/L 
 

benzaldehyde 

0,16 mM/L 
 

acide benzoïque 

0,03 mM/L 

Benzaldehyde 

0,03 mM/L 
 

Acide benzoïque  

0,01 mM/L 

 

IV.1.3. Préparation de la solution de carbamazépine 

La carbamazépine (99% Sigma Aldrich) a été préparée dans 500 mL d’eau milliQ à une 

concentration de 20 mg/L, puis un deuxième test a été réalisé sur une solution de 

carbamazépine ayant une concentration initiale de 200 mg/L ; un électrolyte support et un 

catalyseur qui sont respectivement  Na2SO4 (50 mM) et FeSO4.7H2O (0,2 mM) ont été ajoutés 

et le mélange est  ajusté  à un pH de 3 avec de l'acide sulfurique (H2SO4). Un électrofenton a 

été réalisé sur les solutions avec une intensité de courant de 500 mA puis un échantillonnage 

s’est fait pour connaitre la toxicité au cours de la dégradation. 

Afin de mesurer l’efficacité de la méthode fenton, l’abattement en Carbone organique Total 

de la solution initiale est mesuré.  

 

IV.2 TESTS D’ECOTOXICITE 

IV.2.1. Présentation du Microtox et de ses consommables 

Les tests de toxicité sont réalisés sur un appareil : le Microtox qui permet une lecture de 

l’intensité de l’émission lumineuse par les bactéries. Les mesures de luminosité sont 

effectuées sur des bactéries dégelées et remise en état grâce à une solution de reconstitution 

(7% de NaCl), une solution d'ajustement osmotique (22% de NaCl) et un diluant (2% de 

NaCl). Ces solutions sont riches en sel afin de reproduire au maximum les conditions de vie 

de ces bactéries marines. 

Le Microtox est formé d’une unité compacte avec 30 puits incubateurs à 15°C, un puits 
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destiné au réactif à 5°C et un puits de mesure à 15°C. Un écran d’affichage permet de lire les 

différentes mesures ; un bouton de calibration SET et un bouton de mesure READ permettent 

d’introduire la cuve contenant les bactéries dans le puits de mesure. 

A l’arrière de l’appareil se trouve un bouton sélecteur de mode qui permet de se placer en 

mode Mutatox Genotoxicity test, en mode Microtox acute toxicity test ou alors en mode 

Microtox chronic toxicity test and ATP test. Nous avons utilisé le mode Microtox acute 

toxicity test pour nos différentes mesures. 

 

Figure 4 : Microtox Analyzer et ses consommables. 

 

Les éléments auxiliaires de l'unité compacte du Microtox sont les cuves en verre qui 

contiennent les échantillons à tester. La bactérie Vibrio fischeri (Vibrio fischeri NRRL B- 

11177) et les différentes solutions (ajustement osmotique, diluant, reconstitution). Aussi sont 

indispensables des micropipettes de volume 100 µL et 1000 µL réglables; des seringues-

filtres PTFE de 13 mm de diamètre et 0,2 µm de taille de pores. Des seringues de 2 mL 

fournies par VWR International ont été utilisées pour la collecte de l'échantillon et le filtrage 

avant les essais. 

L’équipement nécessaire à la réalisation des mesures était composé d’un pH-mètre, d’un 

agitateur magnétique, d’un congélateur pour la conservation des bactéries lyophilisées à -20 ° 

C, de la solution pour les bactéries lyophilisées à -18 ° C et d’un réfrigérateur pour le stockage 

d'échantillons à 4 ° C. 

Des mesures ont été réalisées pour des temps de contact avec les polluants de 5 à 15 min. La 

valeur de la toxicité a été exprimée en pourcentage d’inhibition de la luminescence par 

rapport à un blanc (solution saline sans polluant). 

Le test de toxicité des bactéries avec le Microtox est basé sur les principes généraux décrits 

par la norme ISO 11348-2.  
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IV.2.2. Mode de fonctionnement du Microtox et de calcul  

                                   du taux d’inhibition 

La toxicité des sous-produits du paracétamol, de l’AO7 et celle de la carbamazépine ont été 

déterminées en mesurant l'effet polluant sur la luminescence de bactéries marines de la souche 

Vibrio fischeri NRRL B- 11177. 

La perturbation des bactéries Vibrio fischeri par la présence de composés comme l’AO7 ou le 

paracétamol a pour conséquence directe la baisse d’émission de luminosité par ces bactéries. 

Ainsi, la formule de calcul du taux d’inhibition est la suivante : 

𝐢(𝐭)(%) = (𝟏 −
𝐋𝐞𝐜𝐡(𝐭)

𝐋𝐞𝐜𝐡(𝟎)
) 𝒙𝟏𝟎𝟎 

Avec i(t) étant le taux d’inhibition au cours du temps 

Lech (t) luminescence émise par les bactéries au temps t après contact avec l’échantillon 

Lech (0) luminescence émise par les bactéries au temps 0 après contact avec l’échantillon  

 

Cet affaiblissement d’émission de luminosité par les bactéries peut aussi s’expliquer par 

l’inhibition du métabolisme bactériens des Vibrio ou par la diminution du nombre de bactéries 

dans le milieu. D’où la formule : 

𝑹(𝒕) =
𝐋𝐛𝐥𝐚𝐧𝐜(𝐭)

𝐋𝐛𝐥𝐚𝐧𝐜(𝟎)
 

Avec R(t) étant le taux d’inhibition naturel dû au métabolisme au cours du temps 

Lblanc (t) luminescence émise par les bactéries au temps t après contact avec le blanc 

Lblanc (0) luminescence émise par les bactéries au temps 0 après contact avec le blanc  

 

Le taux d’inhibition intrinsèque des bactéries après contact avec le polluant I(t) est déterminé 

par la formule : 

𝐈(𝐭) (%) = (𝟏 −
𝐋𝐞𝐜𝐡(𝐭)

𝑹(𝒕)𝐱𝐋𝐞𝐜𝐡(𝟎)
) 𝒙𝟏𝟎𝟎 

 

IV.2.3. Mesure de toxicité grâce au screening tests 

Différents tests sont proposés par le Microtox en fonction de la toxicité de l’échantillon à 

tester. En effet, avant de définir un test approprié à la toxicité d’un polluant donné, celui-ci 

devra subir les différents tests de screening adaptés au niveau de toxicité.  

 Le 2% screening test est le test de mesure de toxicité pour les échantillons de très forte 

toxicité.  
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 Le 45% screening test est adapté aux échantillons de toxicité moyenne  

 et le 81,9% screening test pour les échantillons de faible toxicité.  

Seuls le 45% et le 81,9% screening tests se sont montrés adaptés au degré de toxicité des 

échantillons étudiés. 

 

 Le 45% screening test (Cf. annexe 3) 

La toxicité des échantillons de sous-produits de l’Acide Orange 7 et de paracétamol a été 

mesurée par le 45% screening test. Le 45% désigne la concentration finale de l’échantillon qui 

sera introduit dans le puits de lecture du Microtox : 

Après ajout des 100 µL de la solution d’ajustement osmotique, la concentration C’ est 

déterminée par la formule : 

𝐶′ =
1000µ𝐿

(1000 + 100)µ𝐿
= 0,909090 

Dans la solution concentrée à 90,909%, ont été prélevés 500 µL pour ajouter à 500 µL de la 

solution bactérienne et du diluant, ce qui conduit à une nouvelle concentration C’’ donnée par 

la formule :  

𝐶′′ =
500µ𝐿

(500 + 500)µ𝐿
= 0,5 

Le produit de C’ et C’’ nous donne la concentration C : 

𝐶 = 𝐶′ ∗ 𝐶′′ = 0,90909 ∗ 0,5 ∗ 100 = 45,4545% 

 

 Le 81,9% screening test (Cf. annexe 4) 

Les échantillons de CBZ ont quant à eux subi un 81,9% screening test : 

Après ajout de 100 µL de solution d’ajustement osmotique, la concentration C’ est donnée par 

la même formule que précédemment énoncée : 

𝐶′ =
1000µ𝐿

(1000 + 100)µ𝐿
= 0,909090 

Dans la solution concentrée à 90,909%, sont prélevés 900 µL pour ajouter à 100 µL de 

solution bactérienne, ce qui conduit à une nouvelle concentration C’’ donnée par la formule :  

𝐶′′ =
900µ𝐿

(900 + 100)µ𝐿
= 0,9 

Le produit de C’ et C’’ nous donne la concentration C : 

𝐶 = 𝐶′ ∗ 𝐶′′ = 0,90909 ∗ 0,9 ∗ 100 = 81,8% 
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IV.3 CULTURE BACTERIENNE 

La culture faite a permis d’assurer la disponibilité suffisante des bactéries par le 

renouvellement des stocks servant à effectuer les tests de toxicité. Cette opération se fait dans 

un milieu sain (non contaminé) donc, il est impératif de disposer d’un matériel stérile. Les 

matières suivantes ont été utilisées: l'eau, une source d'énergie, une source de carbone, une 

source azote et des éléments minéraux.  

En présence de ses différents éléments cités, de nombreuses bactéries sont capables de croître 

et elles sont qualifiées de phototrophes (Comission Environnement et Biologie 

Subaquatiques, 2015).  

Vibrio fischeri est une bactérie exigeante en matière de culture (stérilité du milieu de culture), 

contrairement à la plus part des bactéries courantes tel Escherichia coli (Carolina Biological 

Supply Company, 2013). 

Dans le processus de la multiplication cellulaire dans les conditions idéales, pour la 

préparation d’un litre de milieu de culture il été nécessaire de disposer de : 10g de bouillon 

nutritif (oxoid), 23 g de NaCl, un tampon de phosphate (15,5 g de Na2HPO4, 2 g de 

NaH2PO4) qui sert à maintenir le pH dans la plage de neutralité. 

Par la suite un tube bactéries lyophilisées est réactivé et soumis sous agitation pendant 2h à 

l’incubateur aéré. Puis ces bactéries ont été ensemencées dans le milieu de culture liquide. 

L’ensemencement s’est fait à un taux de 5%, soit 1,5 mL de solution de bactéries réactivées 

dans 28,5 mL de milieu de culture, ce qui donne un volume final de 30 mL de culture 

bactérienne. La culture a été réalisée à température comprise entre 25 et 30°C pendant 24 h. 

La croissance des bactéries est suivie par la mesure de la densité optique au 

spectrophotomètre jusqu’à ce qu’elles atteignent la phase stationnaire. On centrifuge alors la 

solution afin d’en extraire les bactéries cultivées. (Cf. annexe 2) 
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V. RESULTATS ET DISCUSSIONS  

 

V.1 ESTIMATION DE L’ERREUR INTRA ECHANTILLONS 

Afin de quantifier l’erreur de la mesure de la toxicité, un coefficient de variation a été calculé. 

Pour cela, cinq échantillons de faible toxicité, cinq de toxicité moyenne et cinq de forte 

toxicité ont été préparés. Ensuite des lectures de toxicités ont été faites sur ces 15 échantillons 

et la mesure a été répétée 3 fois de suite. Sur les résultats de toxicités obtenus, ont été calculés 

la moyenne et l’écart type puis le rapport écart type moyenne a donné le coefficient de 

variation, des travaux similaires ont été menés par  Farré, et al., (2006). La figure suivante 

présente l’échelle de toxicité selon le taux d’inhibition des bactéries et le coefficient de 

variation (CV) des mesures en fonction du niveau de toxicité.  

𝐶𝑉 (%) =
𝑒𝑐𝑎𝑟𝑡 𝑡𝑦𝑝𝑒

𝑚𝑜𝑦𝑒𝑛𝑛𝑒
∗ 100 

Faible toxicité ≤ 20% Toxicité moyenne 
 ]20% 70%] 

Forte toxicité 
]70% 100%] 

5 échantillons de  

benzaldéhyde  
0,16mM/L 

5 échantillons de  

benzaldéhyde  
0,93mM/L 

5 échantillons de   

1,4benzoquinone 

 0,244mM/L 

CV = 12%

 

 

CV = 5%  CV = 0% 

Figure 5: Estimation du coefficient de variation en fonction du niveau de toxicité des 

échantillons 

 

Le constat est que pour des échantillons toxiques le coefficient de variation est nul car la 

toxicité inhibe entièrement les bactéries et il est de fait impossible d’observer une variation de 

valeurs d’inhibition. Cependant pour des échantillons moyennement ou faiblement toxiques le 
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coefficient de variation est respectivement de 5% et 12%. Ces valeurs de coefficients de 

variations nous ont permis d’établir les barres d’erreurs suivant la toxicité de nos différentes 

mesures. 

 

V.2 TOXICITE DES SOUS-PRODUITS DE L’ACIDE ORANGE 7 

V.2.1 Toxicité de sous-produits de l’Acide Orange 7 testés     

                                 individuellement 

La réaction de dégradation par électrofenton a permis une élimination de la toxicité due à la 

présence de l’AO7 et de ses sous-produits formés en solution. La figure 6 illustre 

l’élimination de cette toxicité au cours de la dégradation par électrofenton. Une mesure 

concomitante du carbone organique totale montre une diminution passant de 0% de 

minéralisation en début de réaction à 84% de carbone organique minéralisé après 8h. 

 

Figure 6: Corrélation entre COT et Toxicité de AO7 au cours de l'EF 

 

Les tests de 45% screening effectués sur les sous-produits ont permis d’aboutir à des résultats 

lisibles et interprétables. Les sous-produits apparaissant dans la fourchette de temps de 

dégradation situé entre 5 et 30 min ont d’abord été testés séparément pour connaitre leur 

toxicité spécifique comme l’indique la figure 7.  

 

 Toxicité des sous-produits de l’AO7 présents dans l’intervalle de temps de 5 à 30 min 

de dégradation 

Les sous-produits qui se trouvent entre 5 et 30 min au moment de l’EF et qui ont subi des 

mesures de toxicité sont : 
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A= 1-4benzoquinone 

B= 2-carboxybenzaldehyde 

C = 1-2,naphtoquinone 

D = 2-hydroxy-1,4naphtoquinone 

E = 4-hydroxybenzenesulphonique acide 

 

 

Figure 7 : Toxicité des sous-produits de l’AO7 apparaissant entre 5 et 30 min 

 

Les composés A et C qui sont respectivement la benzoquinone et la naphthoquinone ont une 

toxicité très forte. Cela s’observe par une inhibition notoire de la luminescence des bactéries 

Vibrio fischeri à plus de 99%. 

Ces résultats sont confirmés par les travaux de Das, et al., (2010).                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                 

 

 Toxicité des sous-produits de l’AO7 présents dans l’intervalle de temps de 30 à 60 

min de dégradation 

Les sous-produits présents entre 30 et 60 min et dont la toxicité a été mesurée sont : 

G = hydroquinone 

H = 2-naphthol 

F = Acide Fumarique 
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Figure 8 : Toxicité des sous-produits de l’AO7 apparaissant entre 30 et 60 min 

 

On constate une toxicité très élevée du composé G qui est l’hydroquinone à 99,85% d’effet 

inhibiteur sur les bactéries (fig. 8) ce qui confirme les travaux de (Enguita, et al., 2013). Le 2-

naphtol a également un effet très toxique relativement moins que l’hydroquinone mais sa 

toxicité se situe autour de 90%. L’acide fumarique se démarque des deux autres composés car 

sa toxicité est faible, soit moins de 10% d’inhibition des  bactéries. 

 

 Toxicité des sous-produits de l’AO7 présents dans l’intervalle de 6 à 8h  de 

dégradation 

Pareillement que les tests précédents les sous-produits présents entre 6 et 8 h ont été testés 

afin d’observer le comportement de la toxicité sur les bactéries. Ces composés sont : 

 L’acide oxalique (oxalic acid) 
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 L’acide oxamique (oxamic acid)  

 

99,85%

86,00%

6,99%

0%

10%

20%

30%

40%

50%

60%

70%

80%

90%

100%

G H F

P
o

u
rc

en
ta

ge
 d

'in
h

ib
it

io
n

 (
%

)



Toxicité de composés aromatiques et de leurs sous-produits de dégradation 

Dawidwendé Thècle Laetitia ZOUNGRANA   M2/EA       2014/2015 26 

 

Figure 9 : Toxicité des sous-produits de l’AO7 apparaissant entre 6 et 8h d'EF 

 

Les composés carboxyliques sont ceux apparaissant entre 6 h et 8 heures d’électrofenton. Ces 

acides ont une faible toxicité qui n’excède pas la valeur maximale de 16% d’inhibition  

(fig. 9). 

L’acide maléique apparait être le plus inoffensif avec une valeur de toxicité très faible voire 

négative. Cela signifie que la solution d’acide maléique n’est aucunement dangereuse pour les 

bactéries. Les acides oxamique et oxalique ont également un taux d’inhibition relativement 

faible. Ces résultats s’alignent avec les recherches de  Fitzhugh, et al., (2006) qui ont 

également travaillé sur la toxicité des acides oxalique et oxamique. 

Lors de la mesure de toxicité des sous-produits de l’Acide Orange 7, il ressort d’un constat 

général que la toxicité augmente au début de la réaction d’électrofenton et décroit suivant 

qu’ils apparaissent aux intervalles de [5 30 min], [30 60 min], [6 8h] (Wu, et al., 2012). 

Cela explique le fait que les sous-produits apparaissant en début de réaction à savoir les 

composés aromatiques sont les plus toxiques (Lee, et al., 2013). Aussi, les sous-produits 

finaux notamment les acides carboxyliques sont moins toxiques excepté l’acide fumarique qui 

apparait avec le groupe des composés aromatiques bien que n’étant pas toxique. 
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V.2.2 Toxicité des sous-produits de l’Acide Orange 7  

                                 testés en mélanges 

Des groupes de sous-produits ont été réalisés selon leur temps d’apparition au moment de la 

réaction d’électrofenton. Par un calcul de combinaison les composés ont été mixés selon 

qu’ils appartiennent au même groupe afin d’évaluer la toxicité en solution selon que deux ou 

plusieurs composés se retrouvent simultanément en solution : 

 Groupe des sous-produits 5 – 30 min 

Le groupe des sous-produits se formant au début de l’électrofenton c’est-à-dire entre 5 et 30 

min est le plus grand car il contient le plus de sous-produits. Cela va conduire à une multitude 

de mélanges possibles pour ce groupe soit 57 combinaisons. La mesure de la toxicité des 

différents mélanges se présente comme suit : 
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Figure 10 : Toxicité des mélanges des composés de l’AO7 apparaissant entre 5-30min 

 

Le premier groupe d’apparition des sous-produits est le plus toxique car les sous-produits 

aromatiques apparaissant en premier lieu sont très toxiques. Lorsque des mélanges sont 

effectués dans ce premier groupe, on constate qu’ils sont quasiment tous toxiques. A 

l’exception des mélanges DE, DF et EF. Le composé F qui est l’acide fumarique est non 

toxique, mélangé au composé D qui a une toxicité de 46% la toxicité du mélange s’annule. Le 

constat est le même pour le mélange DE. En effet la faible toxicité du composé E qui est le 4-

hydroxybenzenesulphonique acide inhibe la toxicité initiale du sous-produit D qui est le 2-

hydroxy-1,4naphtoquinone. 

Aussi, le composé B qui est le 2-carboxybenzaldéhyde à une toxicité individuelle de 75% 

mais en mélange avec l’acide fumarique de très faible toxicité ; la toxicité du mélange BF 

chute aux alentours de 53% (fig. 10).  
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 Groupe des sous-produits 30 – 60 min 

Les composés appartenant au deuxième groupe (sous-produits présents entre 30 min et 1 

heure d’électrofenton) ont été associés comme l’indique la figure suivante en mélanges de 

deux par deux puis tous les trois ensembles dans un mélange. 

 

Figure 11 : Toxicité des mélanges des sous-produits de l’AO7 du groupe 30-60 min 

 

Pour le groupe des sous-produits apparaissant entre 30 et 60 min il convient de noter que les 

mélanges sont tout aussi toxiques que les sous-produits testés individuellement excepté le 

mélange d’acide fumarique et de 2-naphtol qui a une toxicité moyenne autour de 43%  

(fig. 11). 

 

 Groupe des sous-produits 6 – 8 heures 

Les acides carboxiliques malgré leur faible toxicité ont également été mis ensembles par deux 

et par trois afin de voir si une toxicité ne naitrait pas d’une combinaison de ces composés. 
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Figure 12 : Toxicité des mélanges des sous-produits de l’AO7 du groupe 6-8h 

 

En ce qui concerne les sous-produits du groupe 6-8 heures ; il apparait que les courtes chaines 

d’acide carboxyliques que sont l’acide oxamique, oxalique et maléique ne sont pas toxiques 

même étant mixés ensembles car la toxicité des différents mélanges n’excède pas 15%  

(fig. 12). Ces résultats sont en parfait accord avec les résultats trouvés dans la littérature car 

en fin de réaction les composés apparaissant ne sont pas toxiques. (Wu, et al., 2012) 

 

V.3 TOXICITE DES SOUS-PRODUITS DU PARACETAMOL 

V.3.1 Toxicité de sous-produits individuels du paracétamol 

La molécule de paracétamol a efficacement été dégradée par électrofenton sur une durée de 8 

h. En effet, au de cet electrofenton des mesures de TOC et de toxicité ont été réalisées comme 

l’indique la figure 13. On constate que le TOC passe d’une valeur initiale de 100% à 22% à la 

fin du traitement; la toxicité quant à elle décroit également passant 100% d’inhibition sur les 

bactéries à une toxicité nulle au bout de 7 h de traitement. 
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Figure 13: Corrélation entre COT et Toxicité du PCM au cours de l'EF 

 

Les sous-produits du paracétamol ont été préparés aux concentrations auxquelles elles se 

trouvent en solution lors de l’électrofenton à des temps donnés. Les périodes concernées sont 

10 min, 60 min, 80 min et 120min d’électrofenton (fig. 14). 

 

Figure 14 : Points singuliers choisis pour les mesures 
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Le benzaldehyde 0,93 mM/L 

L’acide benzoïque (benzoic acid) 0,09 mM/L 

Leurs toxicités se présentent comme suit : 

 

Figure 15 : Toxicité des sous-produits aromatiques du PCM apparaissant à 10 min d’EF 

 

Des sous-produits apparaissant à 10 min d’électrofenton (fig. 15), le benzoquinone est celui 

qui a la plus forte toxicité. Cette toxicité est évoquée dans les travaux publiés par  Rubio, et 

al., (2011). Sa toxicité est très forte relativement au produit d’origine qui est le PCM en 

solution puis la toxicité décroit avec l’apparition d’un sous-produit moyennement toxique 

qu’est le benzaldéhyde (Paulraj, et al., 2011) et de l’acide benzoïque qui a une faible toxicité 

(Velegraki, et al., 2010). 

 

 Toxicité des sous-produits aromatiques apparaissant à 60 min d’électrofenton 

A 1 heure d’EF les sous-produits se trouvant en solution et leurs concentrations respectives 

sont : 

Le PCM 0,2 mM/L 

Le benzoquinone 0,035 mM/L 
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L’acide benzoique (benzoic acid) 0,05 mM/L 
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Figure 16 : Toxicité des sous-produits aromatiques du PCM apparaissant à 60 min 

d’électrofenton 

 

A 60 min de réaction de dégradation le PCM et les 3 autres sous-produits se trouvent toujours 

en solution mais à concentration réduite (fig. 16). Cependant la toxicité du benzoquinone est 

toujours de 100%.  

 

 Toxicité des sous-produits aromatiques apparaissant à 80 min d’électrofenton 

Après 80 min d’EF les sous-produits se trouvant en solution, leurs concentrations respectives 

ainsi que la toxicité engendrée se présentent comme suit : 
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Figure 17 : Toxicité des sous-produits aromatiques du PCM apparaissant à 80 min d’EF 

 

Ce n’est qu’à partir de 80 min d’électrofenton que l’on constate que la toxicité du 

benzoquinone diminue autour de la moyenne c’est à dire 40% d’inhibition (fig. 17). Celle du 

benzaldéhyde passe également de 53% (à 60 min) à 23%. 

 

 Toxicité des sous-produits aromatiques apparaissant à 120 min d’électrofenton 

A 120 min d’EF seuls le benzaldehyde et l’acide benzoïque sont en solution, leurs toxicités 

s’illustrent comme le montre la figure 18. 

Benzaldehyde 0,03 mM/L 

Acide benzoique (benzoic acid) 0,01 mM/L 

 

Figure 18 : Sous-produits aromatiques apparaissant à 120 min d’EF 
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A 120 min d’électrofenton, seuls le benzaldéhyde et l’acide benzoïque sont résiduels en 

solution mais à des concentrations très faibles qui ce qui engendre une toxicité n’excédant pas 

21% d’inhibition (fig. 18). La toxicité du benzaldéhyde décroit fortement car à 10 min d’EF le 

benzaldehyde inhibait 50% des bactéries.  

 

 Toxicité des sous-produits Carboxyliques apparaissant entre 6 et 8h d’électrofenton 

Peu après l’apparition des sous-produits aromatiques du paracétamol, se forment en solutions 

les sous-produits carboxyliques. Au nombre de six, ces sous-produits ont été préparés aux 

concentrations qui suivent puis des tests de toxicité ont été faits. 

Acide Oxalique (oxalic) 0,388mM/L 

Acide Maléique (maleic) 0,0034mM/L 

Acide Oxamique (oxamic) 0,5157mM/L 

Acide Formique (formic) 0,388mM/L 

Acide Fumarique (fumaric) 0,0776mM/L 

Acide acétique (acetic) 0,5884mM/L 

La figure 19 montre les différentes valeurs de toxicité engendrées par les composés 

précédemment cités. 

 

Figure 19 : Toxicité des acides carboxyliques du PCM 
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toxiques (fig. 19). Certains sous-produits se retrouvent dans les deux chemins de dégradation 

mais à des concentrations différentes. Apparaissent cependant dans le cas du paracétamol de 

l’acide formique très peu toxique (Liu, et al., 2010) et de l’acide acétique avec une toxicité 

très faible. 

 

V.3.2 Toxicité des sous-produits standards du paracétamol  

                                   en  mélange 

 Toxicité des mélanges des sous-produits aromatiques du PCM 

Les sous-produits apparaissant à 10min d’électrofenton ont été mélangés tous ensemble en 

solution de même que les sous-produits apparaissant à 60, 80 et 120 min d’électrofenton. Ces 

groupes de mélanges respectivement le groupe A, B, C, D ont permis de comparer l’évolution 

de la concentration et celle de la toxicité (fig. 20).  

 

Figure 20 : Toxicité des sous-produits aromatiques du PCM en mélanges 

 

Lorsque les sous-produits sont en mélange selon leur temps d’apparition, la recrudescence de 

la toxicité est en accord avec la mesure d’inhibition bactérienne des différents échantillons 

prélevés au cours de l’électrofenton. En effet on constate que de 100% de toxicité au départ ; 

la toxicité passe à 97% à 60 min puis à 13% à 80 min pour enfin atteindre 3% à la 120 e min 

(fig. 20). Cette chute de toxicité a également été observée lors de travaux de (Trovó, et al., 

2012). 
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 Toxicité des mélanges des sous-produits carboxyliques du PCM 

Trois mélanges des acides carboxyliques ont été réalisés selon leur temps d’apparition  

(fig. 21). 

Mélange 1 : 210 – 270 min : acide oxalique + acide formique 

Mélange 2 : 270 – 330 min : acide formique + acide acétique + acide maléique + acide 

oxalique 

Mélange 3 : 330 – 420 min: acide oxamique + acide maléique 

 

 

Figure 21 : Toxicité des acides carboxiliques du PCM en mélange 

 

Lorsque les courtes chaines d’acides carboxyliques sont mélangées on constate que la toxicité 

décroit. En effet les sous-produits présents entre 210 et 270 min présentent une toxicité de 

19% tandis que le second groupe de composés présents entre 270 et 330 min ont une toxicité 

maximale égale à 18%. La toxicité disparait pour le dernier groupe de sous-produits 

apparaissant entre 330 et 420 min car aucune inhibition des bactéries n’est constatée (fig. 21). 

 

V.4 EVOLUTION DE LA TOXICITE DE LA CARBAMAZEPINE 

Afin de connaitre le comportement de la toxicité de la carbamazépine et de ses sous-produits 

de dégradation, un échantillonnage a été fait au cours de l’électrofenton. La mesure de 

l’écotoxicité après contact des différents échantillons sur les souches de Vibrio fischeri se 
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Pour une concentration initiale de carbamazépine à 20 mg/L (fig. 22) 

 

 

Figure 22 : Evolution de la toxicité de la solution de CBZ à 20 mg/L ayant subi un EF sur 8h 

 

Pour une concentration initiale à 20mg/L, l’allure générale de la courbe de toxicité  montre 

une décroissance de la toxicité de la carbamazépine qui au début de la réaction à une toxicité 

moyenne avoisinant 20%. Quelques minutes après le début de l’EF la toxicité augmente 

autour de 50% pour par la suite diminuer progressivement pour presque s’annuler après 5h 

d’électrofenton (fig. 22). La mesure concomitante de COT montre également une diminution 

du carbone organique total passant de 20 à 6 mg/L. 

Pour une meilleure identification des sous-produits de dégradation de la carbamazépine la 

concentration initiale a été multipliée par 10 d’où une concentration initiale de 200mg/L. la 

mesure de toxicité a été faite sur un échantillonnage au cours de 8 h d’électrofenton. 
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Figure 23 : Evolution de la toxicité de la solution de CBZ à 200 mg/L ayant subi un EF sur 8h. 

 

Le comportement de la toxicité en solution est similaire pour une concentration initiale de 200 

mg/L (fig. 23) à la différence que la toxicité initiale est deux fois plus importante : taux 

d’inhibition des bactéries de 40%. Cette inhibition augmente fortement les premières minutes 

de l’EF pour décroitre au long de la réaction et s’annuler après 7 h de réaction. On pourrait 

d’une part en déduire l’efficacité de la méthode de dégradation par électrofenton, mais aussi la 

sensibilité des bactéries en fonction de la concentration du polluant en solution. 
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VI. CONCLUSION 

 

Au terme de notre étude nous pouvons retenir que les procédés de dégradation des molécules 

organiques que sont le paracétamol, l’Acide Orange 7 et la carbamazépine conduisent à des 

sous-produits de dégradation. Les sous-produits apparaissant quelques minutes après le début 

de la dégradation se révèlent être plus toxiques que les molécules initiales. C’est le cas de 

l’hydroquinone et du benzoquinone.  

Les acides carboxyliques sont relativement moins toxiques comme l’acide fumarique, comme 

l’acide maléique et apparaissent quant à eux généralement à partir de 4 h d’électrofenton. 

Ces résultats confirment les hypothèses émises. Aussi des recherches confortant nos résultats 

ont été faites par Fitzhugh, et al., (2006) ainsi que par Bonnard, et al., (2006). 

Lorsque les tests de toxicité sont réalisés, le taux d’inhibition des bactéries dépend de la 

concentration de départ du polluant car on observe une diminution de toxicité pour un même 

polluant au fur et à mesure que sa concentration diminue au cours de l’électrofenton. 

Aussi, la toxicité d’un  mélange de plusieurs sous-produits ne correspond pas forcément à une 

moyenne de toxicité mais dépend le plus souvent d’un composé qui influence la toxicité du 

mélange. 

La carbamazépine se caractérise par des propriétés physiques particulières à savoir sa faible 

solubilité dans l’eau. Sa toxicité est relativement faible pour une concentration initiale de 

20mg/L  mais on note une augmentation en toxicité quelques temps après le début de l’électro 

fenton. Cela laisse présager la formation en solution de sous-produits relativement plus 

toxiques que la carbamazépine elle-même. 

Des perspectives peuvent être dégagées de cette étude car les travaux ont été effectués à 

l’échelle de laboratoire. Ainsi, peuvent être envisagées l’application à l’échelle réelle du 

procédé de mesure et de détection de la toxicité des différents polluants dans les eaux usées 

mais aussi un traitement tertiaire pour la dégradation totale de ces polluants. 
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Annexe I : Protocole de l’électrofenton 

 

La réaction de dégradation par électrofenton des molécules de PCM et d’AO7 a permis grâce 

à un échantillonnage au cours de celui-ci de déceler les sous-produits de ces composés. Les 

conditions de réalisation de l’expérience sont établies : 

L'expérience s’est déroulée à température ambiante dans une cellule en verre cylindrique de 

500 mL non divisée avec deux électrodes. Le courant appliqué était contrôlé par alimentation 

stabilisée (Lambda Electronique, États-Unis). La cathode préparée (60 cm2) a été utilisée 

comme électrode de travail et une forme cylindrique de platine comme contre-électrode en 

maille. L'anode est centrée dans la cellule électrolytique et est entourée par la cathode, qui 

couvre la paroi interne de la cellule. La distance entre les électrodes est de 1,5 cm. La solution 

aqueuse de PCM ou AO7, Na2SO4 (50 mm) comme électrolyte support et FeSO4.7H2O 

comme catalyseur ont été préparées en ajustant le pH à 3 avec de l'acide sulfurique (H2SO4). 

Dans le cas d'expériences de minéralisation pour trouver les conditions optimales pour le 

processus EF, solution 200 mL de PCM ou AO7 (0,1 mm) a été utilisé avec une concentration 

de catalyseur différent et les courants appliqués. Afin d'identifier l'évolution des composés 

intermédiaires, l'expérience a été réalisée dans 500 mL de solution PCM ou AO7 (1 mm), 

feso4.7H2O (0,2 mm) et de courant appliqué à 500ma. Avant l'électrolyse, on a fait barboter 

de l'oxygène pour saturer les solutions qui ont été laissé sous agitation magnétique à une 

vitesse de 800 tours par minute. A côté de cela, afin d'évaluer l'influence de l'oxydation 

anodique sur la dégradation des polluants, des expériences ont été réalisées dans deux cellules 

séparément. Un compartiment anodique comprise AO7 (0,1 mm), Na2SO4 (50 mm), pH 3 et 

une cathode constituée AO7 (0,1 mm), Na2SO4 (50 mm), feso4.7H2O (0,2 mm), pH aussi à 3. 

Une membrane céramique était installée en tant que séparateur entre ces deux compartiments. 

 

Figure : dispositif d’EF 
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 ANALYSE DES POLLUANTS ET DE LEUR SOUS-PRODUITS 

Lorsque les molécules sont dégradées par électrofenton, pour identifier les composés 

intermédiaires et suivre leur évolution ; un échantillonnage est EFfectué tout au long de la 

réaction d’électrofenton. Les échantillons sont d’une part analysés par un TOC mètre afin de 

suivre la concentration en carbone organique total. D’autre part l'identification et la 

quantification des sous-produits d'oxydation du colorant ont été effectuées par les techniques 

d'analyse Chromatographiques : HPLC; LC/MS; COT. 

 Chromatographie Liquide Haute Performance (HPLC) 

L’AO7, le PCM et leurs sous-produits d'oxydation aromatiques ont été analysés par une 

chromatographie liquide haute performance (HPLC) (Hitachi Co., Japon), avec un réseau de 

photodiodes Detector (Waters modèle 2996) équipés d'une phase inverse Thermo Scientific 

AQ C18, 250 * 4,6 mm, diamètre de colonne 5µm. La température de la colonne était de 30 ° 

C. Le volume d'injection était 20 pi. Un mélange d'acétonitrile et d'eau contenant 0,1% d'acide 

trifluoroacétique a été utilisé comme une élution de la phase mobile. Le temps suivant (min) / 

acétonitrile% (v / v) procédé à gradient a été appliqué: 0 (10%), 35 (70%), 40 (90%), 45 

(90%), 50 (10%), 55 (10%). La phase mobile a été injecté un débit de 1 mL.min-1. La 

détection a été effectuée à λ = 255nm.  

Les courtes chaines d'acide carboxiliques ont été déterminés et quantifiés à l'aide ci-dessus 

HPLC chromatographe, équipé d'un SHODEX KC 811, 7 pm, 8 × 300mm colonne qui a été 

thermostaté à 30 ° C. Le détecteur à barrette de diodes sélectionnée pour λ = 210nm. La phase 

mobile H3PO4 0,1% a été utilisée pour ce test, avec un taux de 50 pi min-1 flux. 

 Chromatographie Liquide/Spectrométrie de Masse (LC/MS) 

Les produits de dégradation de l’AO7 et du PCM ont également été identifiés par un système 

LC / MS (Alliance Chaîne E2695). Colonne capillaire de l'eau HSST3 (100 mm x 2,1 mm) a 

été utilisé pour la séparation de produits intermédiaires. La phase mobile était un mélange 

d'eau et d’acétonitride contenant de l'acide formique à 0,1%. Un procédé de gradient a été 

appliqué pendant la phase mobile suivante (min) / acétonitride% (v / v): 0 (10%) 1 (10%), 2 

(82%), 3 (82%), 4 (10%), 7 (10%). Le débit était 0.25 mLmin-1 et le volume d'injection était 

de 20 µl. L'éluant de la colonne chromatographique entrer successivement le détecteur UV-

Vis de diodes, l'interface ESI et quadruple piège à ions analyseur de masse. L'analyse par MS 

en mode d'ions positifs a été réalisée sur un spectromètre de masse équipé d'une source d'ions 

ESI. La gamme de masse était 90-400m / z. La pointe de la sonde et capillaires potentiels ESI 

ont été fixés à 3,5 kV. 
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 Carbone Organique Total (COT) 

COT (carbone organique total) des solutions initiales et de dégradation ont été analysés par un 

TOC-L-Shimadzu. Des échantillons ont été acidifiés avec une solution de HCl 1 mM, avant 

l'injection dans l'appareil. Une courbe d'étalonnage a été établie pour TOC quantitative, en 

utilisant des normes de phtalate postassium d'hydrogène. 

 Chromatographie Ionique 

Des ions inorganiques (NO3
-, NH4

+, SO4
2-) générés lors de la décomposition ont été identifiés 

par un dispositif de chromatographie ionique, en utilisant un Dionex ICS-1000 ions basiques, 

un système de chromatographie en rapport avec un AS4A-SC IonPac (échange d'anions) et 

CS12 A (échange de cations ) 25 cm x colonne 4 mm qui a été thermiquement contrôlée à 35 

°C par DS6 détecteur de conductivité à travers un logiciel Chromeleon SE. 
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Annexe II : Protocole de culture bactérienne 

Méthodes 

Préparation du milieu de culture 

 Prélever 1000 mL d'eau distillée dans une éprouvette graduée.  

 Transférer l'eau dans un bécher de 2 litres  

 Ajouter les éléments suivants à l'eau distillée, en remuant bien après chaque addition. 

1,5 g de chlorure de calcium, 

5,5 g de chlorure de magnésium, 

6,9 g de sulfate de magnésium, 

5 g Dee peptone,  

0,7 g de chlorure de potassium,  

28,2 g de chlorure de sodium, 

3 g d’extrait de levure, 

 Mesurer le pH de la solution et ajuster le à 7,4 avec des solutions de NaOH ou de 

H2SO4 

 Diviser la solution en deux parties dont une pour le un milieu liquide et une autre 

pour un milieu solide à laquelle on doit ajouter d'agar en raison de 15g/L et bien 

mélanger pour homogénéiser la solution. 

 Autoclaver l’ensemble des solutions et tout le matériel non stérile susceptible de 

contaminer la culture, pendant 20 minutes à 121 ° C (2bars de pression).  

 Laisser refroidir la solution à 50-55 ° C et verser dans des boîtes de Pétri 

stérilisées, en raison de 8 boites pour 250mL. 

Réactivation de bactéries lyophilisées 

 Mettre le tube fraichement pris du congélateur dans de l’eau de robinet pendant 10min 

 Ajouter 5mL de milieu de culture dont la préparation est décrite ci-dessus aux 

bactéries décongelées. 

 Soumettre le tube sous une agitation pendant 2h à l’incubateur aéré. 

Ensemencement 

Après réactivation des bactéries lyophilisées, l’ensemencement dans le milieu de culture 

liquide s’est fait dans des erlenmeyer de 250mL à un taux de 5% soit 1,5mL de solution de 

bactéries réactivées dans 28,5mM de milieu de culture, ce qui donne un volume final de 30mL 

de culture bactérienne. 

Les 2mL de solution bactérienne restantes ont été ensemencées sur du milieu solide dans 3 
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boites de pétri. 

Suivi de la croissance des bactéries par mesure de la densité optique au 

spectrophotomètre 

Mise en marche de l’appareil et choix du programme de mesure de l’absorbance sur 

l’interface du logiciel ; 

Réglage de la longueur d’onde (600nm) 

Insertion des deux blancs (échantillons servant de référence) : il s’agit ici du milieu de culture 

non ensemencé et faire l’auto-zéro. 

La phase station de la croissance bactérienne est supposée être atteinte lorsque l’absorbance 

n’évolue pas. 

Extraction des bactéries cultivées 

Lorsque la phase stationnaire est atteinte, on prélève 2*20mL pour les centrifuger selon la 

procédure pratique qui suit : 

 Vérification de l’équilibre des masses à 0,1 près et Mise en marche de la 

centrifugeuse, 

 Réglage des paramètres dont la température et le nombre de tour par minute qui ne 

doit pas dépasser le maximum inscrit sur le support des échantillons. 

 Démarrage de la centrifugation et surveillance de l’appareil jusqu’à atteindre le 

nombre rpm fixé. 

Test de la luminescence des bactéries 

Après centrifugation, le surnageant constitué du milieu de culture est rejeté et l’on récupère le 

culot constitué de bactéries, auquel l’on rajoute la solution de reconstitution afin de faire le 

test à la concentration de culture. Une série de lectures simples ont d’abord été effectuées 

avant de procéder à un test complet qui avait donné des résultats satisfaisants. En effet, afin de 

vérifier l’efficacité des bactéries cultivées le test de validation de protocole au Sulfate de Zinc 

a été effectué. Sachant que la valeur normale du test au  sulfate de zinc est : 

Sulfate de Zinc: EC50 (15min) = 3-10mg/l 
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Annexe III : 45% Screening test 

1ere étape (spécifique aux échantillons issus de l’electro-Fenton) 

 Prélever des échantillons de deux (2) mL (ne pas prélever trop pour éviter l’effet 

d’augmentation de la concentration des produits dans la solution, ce qui pourrait 

induire une augmentation de toxicité) 

 Ajuster le pH des échantillons à une valeur comprise entre 6,5 et 7,5 

 Filtrer avec un filtre à seringue RC 0,2 µm pour enlever le fer précipité 

2eme étape 

 On dégèle un tube de bactérie pendant 10 min dans un bécher contenant de l’eau de 

robinet 

 Ensuite on ajoute 0,5 mL (500 µL) de solution de réactivation (c’est une solution de 

NaCl 2% qui a pour but de créer les conditions salines nécessaires aux bactéries) sur 

les bactéries dégelées. On laisse incuber à 15°C pendant 15 min dans un thermostat 

 Puis on ajoute dans le même tube 4,5 mL de la solution de réactivation. Ainsi on aura 

5 mL de la solution de suspension de bactéries 

 On prend une partie de la solution bactéries et on la met dans un tube Microtox puis 

on l’insère dans le pré-cool du Microtox à 5°C. on laisse le surplus dans le frigo en 

attendant la fin du volume contenue dans le pré-cool 

 

3eme étape 

 On prépare les tubes A1 à A5 (et éventuellement C1 à C5 et E1 à E5) de l’incubateur 

en mettant d’abord 100 µL de solution d’ajustement osmotique (solution de NaCl 

22%), ensuite on met 1 mL d’échantillon préparé à l’étape 1 dans chaque tube puis 

agiter. 



Toxicité de composés aromatiques et de leurs sous-produits de dégradation 

Dawidwendé Thècle Laetitia ZOUNGRANA   M2/EA       2014/2015 56 

 

 On prépare les tubes B1 à B5 (et éventuellement D1 à D5 et F1 à F5) de l’incubateur, 

on y ajoute 100 µL de la solution de bactéries (la solution de l’étape 2 gardée dans le 

pré-cool). On laisse incuber pendant 15 min à 15°C. 

 

4eme étape 

 Apres les 15 min, on mesure la luminescence des bactéries seules contenues dans 

les tubes B (et éventuellement D et E) et l’on imprime la feuille de mesure. 

 

5eme étape 

 Apres lectures de la luminescence des bactéries seules, on transfère 0,9 mL (900 

µL) des tubes A dans les tubes B (et éventuellement des tubes C dans les tubes D 

et des tubes E dans les tubes F) et ce de 1 à 5 (avec des embouts de pipettes 

différents pour éviter toute contamination),  
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 On mesure ensuite la luminescence des bactéries après 5 min et 15 min (et 

éventuellement 30 min) de temps de contact. Et l’on imprime la feuille de mesure. 

 

La concentration de l’échantillon dans la solution finale : 

Apres ajout des 100µL de la solution d’ajustement osmotique, la concentration 

𝐶′ =
1000µ𝐿

(1000 + 100)µ𝐿
= 0,909090 

Dans la solution concentrée à 90,909%, ont été prélevés 900 µL pour ajouter à 100 µL de la 

solution bactérienne, ce qui conduit à une nouvelle concentration de  

𝐶′′ =
900µ𝐿

(900 + 100)µ𝐿
= 0,9 

Le produit de C’ et C’’ nous donne la concentration C : 

𝐶 = 𝐶′ ∗ 𝐶′′ = 0,90909 ∗ 0,9 ∗ 100 = 81,8% 

Blanc (ou échantillon de référence) 

Le blanc est une solution qui a la même composition et donc mêmes caractéristiques  que les 

échantillons dont on veut déterminer la toxicité. Il renferme tous les éléments constitutifs des 

échantillons sauf les éléments présumés causes de la toxicité à évaluer. Son utilisation vise à 

compenser les erreurs dues aux facteurs susceptibles d’agir sur la valeur de la toxicité 

intrinsèque des composés mis en évidence des échantillons. 

Ainsi celui utilisé dans notre analyse est constitué, pour la solution de 0,1mM d’AO7, de 

sulfate de fer heptahydraté (FeSO4-7H2O) 0,2mM et sulfate de sodium (Na2SO4) 50 mM  
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Préparation des solutions d’ajustement de pH 

 L’hydroxyde de sodium (NaOH): 

Quelle quantité de NaOH faut-il prélever pour préparer une solution de molarité 1 ? 

𝐶𝑚 = 𝐶𝑥𝑀 

Avec Cm la concentration massique qui est recherchée, C la concentration molaire égale à 1 

et M la masse molaire qui est égale 

𝑀(𝑁𝑎𝑂𝐻) = 𝑀(𝑁𝑎) + 𝑀(𝑂) + 𝑀(𝐻) = 23 + 16 + 1 = 40𝑔/𝑚𝑜𝑙 

Donc la quantité de NaOH est : 

𝐶𝑚 = 1𝑚𝑜𝑙/𝐿  𝑥 40𝑔/𝑚𝑜𝑙 

𝐶𝑚 = 40𝑔/𝐿 

 L’acide sulfurique (H2SO4) 

La quantité à utiliser pour préparer une solution de molarité 1 : 

𝐶𝑚 = 𝐶𝑥𝑀 

𝑀(𝐻2𝑆𝑂4) = 2𝑀(𝐻) + 𝑀(𝑆) + 4𝑀(𝑂) 

𝑀 = 2𝑥1 + 32,08 + 4𝑥16 = 98,08𝑔/𝑚𝑜𝑙 

Donc la quantité de H2SO4 est : 

𝐶𝑚 = 1𝑚𝑜𝑙/𝐿 𝑥98,08 𝑔/𝑚𝑜𝑙 

𝐶𝑚 = 98,08𝑔/𝐿 

La quantité d’échantillon à ajuster étant de très faible quantité, le pH peut varier facilement 

d’un extrême à l’autre. La plus petite goute de solution d’ajustement que l’on peut prélever 

peut suffire pour faire varier le pH de 2 à 12. D’où la nécessité de disposer de plusieurs 

concentration de la solution d’ajustement. Ainsi, les solutions acide et base sont d’abord 

préparées à la molarité 4N puis diluées pour obtenir les solutions des molarités suivantes : 

2N ; 1N ; 0,5N ; 0,1N ; 0,05N ; 0,02N ; 0,01N ; 0,005N et 0,001N. 

La filtration : 

Des filtres-seringues de 0,2µm d’ouverture de ports sont utilisés pour enlever les hydroxydes 

de fer qui ont pu se précipiter. Pour éviter de gaspiller trop de filtres qui ont un coût non 

négligeable, il serait mieux d’utiliser un seul filtre par échantillon. Pour des raisons de gain en 

temps, l’échantillon peut être filtré juste avant le test de toxicité de sorte à pouvoir mettre 

directement le filtrat dans les cuvettes du Microtox Analyser, sans avoir à les faire passer dans 

les cuves de stockage des échantillons. 

Calcul du taux d’inhibition I(t) (%): 

Soient : 
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-  RLUech(0) la valeur de la luminescence mesurée sur la solution de bactéries avant 

d’appliquer l’échantillon 

- RLUech(t) la valeur de la luminescence mesurée après une durée t de contact entre la 

solution de bactéries et l’échantillon avec t=5 min, 15 min ou même 30 min souvent. 

Nous avons : 

I(t) (%) = (1 −
RLUech(t)

RLUech(0)
) 𝑥100 

Mais comme même sans aucune toxicité, la luminescence des bactéries diminue avec le temps 

et sous l’action des conditions environnementales, il conviendrait alors de compenser les 

erreurs dues à ces facteurs par la prise en compte de la variabilité de la luminescence R(t) de 

la solution de bactéries sur laquelle a été appliqué le blanc en lieu et place des échantillons 

présumées toxiques. 

𝑅(𝑡) =
RLUblanc(t)

RLUblanc(0)
 

NB : R(t) peut être pris égale à 1 si son usage est jugé non opportun 

Le taux d’inhibition intrinsèquement imputable à la toxicité des échantillons sera alors : 

I(t) (%) = (1 −
RLUech(t)

𝑅(𝑡)xRLUech(0)
) 𝑥100  
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Annexe IV : 81,9% Screening test 

 

1ere étape (spécifique aux échantillons issus de l’electro-Fenton) 

 Prélever des échantillons de deux (2) mL (ne pas prélever trop pour éviter l’effet 

d’augmentation de la concentration des produits dans la solution, ce qui pourrait 

induire une augmentation de toxicité)  

 Ajuster le pH des échantillons à une valeur comprise entre 6,5 et 7,5 

 Filtrer avec un filtre à seringue RC 0,2 µm pour enlever le fer précipité 

2eme étape 

 On dégèle un tube de bactérie pendant 10 min dans un bécher contenant de l’eau de 

robinet 

 Ensuite on ajoute 0,5 mL (500 µL) de solution de réactivation (c’est une solution de 

NaCl 2% qui a pour but de créer les conditions salines nécessaires aux bactéries) sur 

les bactéries dégelées. On laisse incuber à 15°C pendant 15 min 

 Puis on ajoute dans le même tube 4,5 mL de la solution de réactivation. Ainsi on aura 

5 mL de la solution de suspension de bactéries 

 On prend une partie de la solution bactéries et on la met dans un tube Microtox puis 

on l’insère dans le pré-cool du Microtox à 5°C. on laisse le surplus dans le frigo en 

attendant 

 

3eme étape 

 On prépare les tubes A1 à A5 (et éventuellement C1 à C5 et E1 à E5) de l’incubateur 

en mettant d’abord 100 µL de solution d’ajustement osmotique (solution de NaCl 

22%), ensuite on met 1 mL d’échantillon préparé à l’étape 1 dans chaque tube puis 

agiter. 
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 On prépare les tubes B1 à B5 (et éventuellement D1 à D5 et F1 à F5) de l’incubateur, 

on y ajoute 400 µL de diluant (solution de NaCl, 2%) et 100 µL de la solution de 

bactéries (la solution de l’étape 2 gardée dans le pré-cool). On laisse incuber pendant 

15 min à 15°C. 

 

4eme étape 

 Apres les 15 min, on mesure la luminescence des bactéries seules contenues dans 

les tubes B (et éventuellement D et E) et l’on imprime la feuille de mesure. 

 

5eme étape 

 Apres lectures de la luminescence des bactéries seules, on transfère 0,5 mL (500 

µL) des tubes A dans les tubes B (et éventuellement des tubes C dans les tubes D 

et des tubes E dans les tubes F) et ce de 1 à 5 (avec des embouts de pipettes 

différents pour éviter toute contamination),  
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 On mesure ensuite la luminescence des bactéries après 5 min et 15 min (et 

éventuellement 30 min) de temps de contact. Et l’on imprime la feuille de mesure. 

 

La concentration de l’échantillon dans la solution finale : 

Apres ajout des 100UL de la solution d’ajustement osmotique, la concentration 

𝐶′ =
1000µ𝐿

(1000 + 100)µ𝐿
= 0,909090 

Dans la solution concentrée à 90,909%, ont été prélevés 500 µL pour ajouter à 500 µL de la 

solution bactérienne et du diluant, ce qui conduit à une nouvelle concentration de  

𝐶′′ =
500µ𝐿

(500 + 500)µ𝐿
= 0,5 

Le produit de C’ et C’’ nous donne la concentration C : 

𝐶 = 𝐶′ ∗ 𝐶′′ = 0,90909 ∗ 0,5 ∗ 100 = 45,4545% 

 

Le calcul du taux d’inhibition I(t) (%) s’opère de la même manière que pour le 81,9% 

screening test. 

 

 

 
 

 

 


