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Résumé de l'article

Cet article présente I'ensemble des biocapteurs en cours d'étude et proposés
pour le contréle en continu, automatisé et in situ de la qualité des eaux. Le
principe des systémes, étudiés jusqu'ici majoritairement en laboratoire et sur
pilote, sera donné avec leurs performances au plan sensibilité et spécificité de
détection des polluants hydriques. Ces performances conditionnent leur
domaine d'application : les systémes tres sensibles étant affectés au controle
des eaux d'alimentation et des eaux souterraines, les moins sensibles au
controle des effluents trés contaminés.

Les biocapteurs peuvent se caractériser par deux de leurs composantes
principales :

- le réactif biologique ou biocatalyseur, sensible au(x) polluant(s);

- le détecteur appelé transducteur, qui traduit la réponse biologique du
biocatalyseur en un signal électrique. Le transducteur peut étre de type
optique, électrochimique, ampérométrique principalement, ou piézoélectrique.

Trois grands types de biocapteurs peuvent étre distingués selon la nature du
biocatalyseur :

- les bioréacteurs, basés sur l'étude des réponses comportementales des
vertébrés (poissons) et d'autres organismes aquatiques (microcrustacés,
bivalves):

- les biosondes cellulaires reposant sur 1'étude des fonctions métaboliques
telles que la respiration, la bioluminescence, la photosynthese de
microorganismes immobilisés (bactéries, microalgues, levures) ou libres
(boues activées) dans le milieu analysé:

- les biocapteurs "d'affinité" basés sur l'utilisation d'enzymes ou d'anticorps,
chargés de détecter respectivement les substrats et inhibiteurs enzymatiques
spécifiques, ou les substances antigéniques vis a vis desquelles les anticorps
ont été développés. Ces systémes sont, par principe, les plus spécifiques mais
aussi les plus sensibles. Ils ne couvrent, cependant, qu'une gamme encore tres
limitée de micropolluants hydriques.

Le degré d'autonomie d'un biocapteur, sa facilité d'utilisation et de
maintenance et sa fiabilité, sont des éléments qui rentrent en ligne de compte
dans les performances. Ces qualités devront étre évaluées lors de la phase de
validation in situ, essentielle et déterminante pour juger de l'intérét du systeme
en conditions de fonctionnement réel.
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REVUE - ETAT DE L'ART

Les biocapteurs appliqués au contrdle des eaux

REVIEW -~ STATE OF THE ART

Biosensors for environrherital monitoring and water control

D. 0SBILD?, M. BABUT? et P. VASSEURT"

Regu le 9 février 1995, accepté ie 6 juillet 1985**.

SUMMARY

IR

This paper reviews the use of biosensors for environmental biomonitoring and
especially for the detection of water pollutants. These systems are developed in
view of on-line applications, continuous and real time analysis. The principle and
the design of the different systems proposed for this purpose are described with
their performances deduced from pilot or in sifu studies carried out up to now.
Automation and autonomy, sensitivity and specificity are critical points that will
determine the success of their applications in biomonitoring and the kind of appli-
cation that can be envisaged. It is necessary they require minimal human interven-
tion for maintenance and working. The more sensitive systems can be used for
the monitoring of drinking and ground waters, the less sensitive ones for the
monitoring of complex effluents, more heavily contaminated.

Biosensors can be distinguished on the basis of the type of biocatalyst associated
with the transdiccer: the biological signal delivered by the biocatalyst is transmitted
to a detector, also called transducer. The transducer, which may be an optical,
electrochemical or piezoelectrical detector, transforms the biological response into
an electric signal. This signal can be easily amplified and interpreted in terms of
the toxicity and level of pollution of the analyzed sample.

Three categories of biosensors can be defined:

— biosensors using aquatic vertebrates and invertebrates: fish, microcrustacea,
bivalves. Their behavior in the tested medivm is studied as the criterion for
toxicity;
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RESUME

~ cellular sensors, measuring physiological and biochemical functions such as
respiration, bioluminescence, and photosynthesis, in microorganisms immobilized
on the transducer (bacteria, yeast, microalgae,...) or suspended in the tested
medium (activated studge);

— biosensors measuring an « affinity » response and a specific binding between
enzyme/substrate or antibody/antigen. These systems use enzymes or antibodies
immobilized in close contact with the transducer; they may detect the (analogs of)
enzymatic substrates and inhibitors, or the (analogs of) antigenic substances bin -
ding to the antibody. These systems appear promising on the basis of their sensi-
tivity. At present they can be applied for the detection of triazines and phenols.
Such systems need to be developed and extended to other pollutants in order to
cover the widerange of aquatic contaminants,

User-friendliness, attendance and maintenance requirements, and service life are
other critical aspects affecting the performances of a biosensor. These qualities
need to be evaluated during the validation step of the equipment. In sit validation
is essential for evaluating the relevance of the system in environmental biomonito-
ring and its applications, It is probable that among the numerous systems propo-
sed as biosensors, only a few will be considered as suitable tools for on-line
monitoring of waters.

Key-words : biosensors, environmental biomonitoring, bioelectrodes, fish, daphnids,
bivalves, bacteria, microalgae, enzymes, antibodies.

Cet article présente 'ensemble des biocapteurs en cours d'éude et proposés pour
le contrile en continu, automatisé et in situ de la qualité des eaux, Le principe des
systémes, éudiés Jusqu'ici majoritairement en laboratoire et sur pilote, sera donné
avec leurs performances au plan sensibilité et spécificité de détection des polluants
hydriques, Ces performances conditionnent leur domaine d'application : les sys-
témes trés sensibles étant affectés au contrile des eanx d'alimentation et des eaux
souterraines, les moins sensibles au contrile des effluents tris contaminés.

Les biocapteurs peuvent s¢ caractériser par deux de leurs composantes princi-
pales : (i) le réactif biologique ou biocatalyseur, sensible au(x) polluant(s) ; (ii) fe
dé&ecteur appelé transductenr, qui traduit 1a réponse biclogique du biocatalyseur en
un signal ectrique. Le transducteur peut étre de type optique, dectrochimigue,
ampérométrique principalement, ou piézodectrique.

Trois grands types de biocapteurs peuvent étre distingués selon la nature du
biocatalyseur ;

- les bioréacteurs, basés sur I'étude des réponses comportementales des vertébrés
(poissons) et d'autres organismes aquatiques (microcrustacés, bivalves) ;

— les biosondes cellulaires reposant sur 1'étude des fonctions métaboliques telles
que la respiration, la bioluminescence, la photosynthise de microorganismes
immobilisés (bactéries, microalgues, levures) ou libres (boues activées) dans le
milieu analysé ;

~ les biocapteurs « d'affinité » basés sur I'utilisation d’enzymes ou d'anticorps,
charpés de détecter respectivement les substrats et inhibiteurs enzymatiques spéci-
fiques, ou les substances antigéniques vis-a-vis desquelles les anticorps ont été
développés. Ces systémes sont, par principe, les plus spécifiques mais aussi les
plus sensibles. His ne couvrent, cependant, qu'une gamme encore trés limitée de
micropollzants hydriques.

Le degré d’autonomie d'un biocapteur, sa facilité d'utilisation et de maintenance
et sa fiabilité, sont des éléments qui rentrent en ligne de compte dans les
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performances. Ces qualités devront étre évaluées lors de la phase de validation iz
situ, essentielle et déterminante pour juger de I'intérét du systéme en conditions de
fonctionnement réel.

Mots clés : biocapieurs, contrdle des eaux, bioélectrodes, poissons, daphnies, bivalves,
bactéries, microalgues, enzymes, anticorps.

1 — GENERALITES

Les biocapteurs appliqués a I'environnement sont étudiés actuellement
pour le contréle des eaux et des effluents hydriques ; leur développement
s'est imposé afin de suppléer les essais écotoxicologiques et physico-
chimiques conventionnels, inadaptés a la détection in sitt &t en continu des
poliuants, Cet article est une revue des principaux systémes proposés ou en
cours d'étude dans le domaine de f'eau, avec leur principe et leurs perfor-
mances.

Un biocapteur est un analyseur biologique congu pour fonctionner en
continu ou semi-continu et donner une réponse en temps réel sur la qualité
des flux au sein desquels il est placé. Le systéme doit étre automatisable et
capable de déclencher une alarme en cas de réponse sortant de limites
standards préétablies,

L'analyseur se compose d'un élément biologique, le biocatalyseur, dont |a
réponse sera captée par un détecteur appelé transducteur, chargé de trans-
former un signal biologique en un signal électrique aussitdt amplifié et traité.
Le terme de biocapteur regroupe les biosondes et les bioréacteurs (NEUJAHR,
1984). Dans le cas des biosondes, le biocatalyseur est directement immobilisé
sur le transducteur, souvent par l'intermédiaire d'un support : 'immobilisation
résulte d'un simple contact ou de 'adsorption des organismes biclogiques
tissulaires et cellulaires sur une membrane ; elle peut aussi mettre en jeu des
liaisons covalentes ou linclusion dans un gel pour les biomolécules (enzy-
mes et anticorps,...). Dans le cas des bioréacteurs, la composante biologique
est physiquement séparée du détecteur par le flux circulant, mais sa réponse
reste enregistrée en permanencs : l'organisme biologique évolue alors libre-
ment dans le milieu analysé.

Les biocatalyseurs peuvent étre classés en trois catégories :

—les vertébrés ou invertébrés aquatiques : poissons, microcrustacés
{daphnies), bivalves, utilisés principalement dans les bioréacteurs,

— les réactifs pluricellulaires (tissus végétaux et animaux), cellulaires (bac-
téries, microalgues, levures,...} et les organites subcellulaires (chloroplastes,
membranes thylakoidiennes,...),

— les biomolécules {enzymes, anticorps, récepteurs, acides nuciéiques,...)
dont l'affinité pour leur ligand spécifique est mise a profit dans les biosondes.
Les électrodes enzymatiques dont le principe repose sur la réaction enzyme-
substrat ont été les premiers biocapteurs mis en place.

[P
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Les signaux biologiques sont détectés & l'aide de transducteurs principa-
lement électrochimiques st optiques, calorimétriques et mécaniques éventuel-
lement. Les transducteurs électrochimiques incluent les transducteurs ampé-
rométriques qui enregistrent la variation de lintensité du courant appliqué &
potentiel constant, et potentiométriques qui mesurent les changements de
potentiel & intensité de courant constant. Les transducteurs optigues enregis-
trent I'absorption ou I'émission de photons et sont particuliérement intéres-
sants pour leur sensibilité dans le domaine de la fluorescence et de la fumi-
nescence.

Les transducteurs ocelosmétriques basés sur la mesure des variations
d'énergie thermique qui accompagnent les réactions biologiques sont encore
peu utilisés. Récemment des transducteurs de type piézoélectriqus ont été
proposés. Leur principe repose sur 'augmentation de masse du transducteur
suite & la fixation d'un ligand ou du produit de la réaction biologique sur le
biocatalyseur d'une biosonde.

La figure 1 résume les composants possibles d'un biocapteur.

Analyte Biocatalyseur ﬂ Transductenr Amplification Information
du signal

* Organismes {poissons, moules, daphnies, insectes) * Electrochimiques

* Organites cellulaires ( thylakeides, mitochondries, . potentiométriques (électrodes
récepleurs membranaires) spécifiques NH3 COz2, pH...)
* Micro-organismes (bactéries, algues, levures) . ampérométriques (€lectrodes A
* Anticorps - Antigénes 2, systemes A médiateur)
* Enzymes *= Optiques
* Acides nucléiques * Calorimétriques
* Mécaniques

Figure 1 Schéma général d'un biocapteur et combinaisons biocatalyseur —
transducteur possibles.

Principle of bicsensors and possible biocatalyst — transducer
combinations.

Les biocapteurs sont caractérisés par leur spécificité, leur sensibilité et leur
degré d'autonomie. La spécificité est fonction de 1a composante biologique
alors que la sensibilité dépend aussi du transducteur et de la qualité de
Finteraction biocatalyseur-transducteur. Ces deux caractéristiques détermine-
ront des domaines d'utilisation du biocapteur : une sensibilité élevée permet-
tra une application au contrdle de la qualité des eaux potables et des eaux
souterraines, alors qu'une sensibilité plus faible orientera vers le controle des
efftuents industriels dont le niveau de contamination est en général netternent
plus élevé.

i est également essentiel que le systdéme automatisé soit doté d'un degré

d'autonomie suffisant pour pouvoir fonctionner en continu ou en semi-continu,
sans temps morts et avec le minimum d'intervention humaine.

CAIRNS et VAN DER SCHALIE (1980), KRAMER et BOTTERWEG (1991) et
BALDWIN et KRAMER (1994) ont publié d'excellentes synthéses sur les biocap-
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teurs utilisant des organismes aquatiques. Dans l'article qui suit, nous présen-
tons 'ensemble des biocapteurs en cours de développement pour fe contréle
en continu de la qualité des eaux, avec leurs applications possibles compte
tenu de leur sensibilité.

2 - BIOCAPTEURS UTILISANT DES VERTEBRES
ET INVERTEBRES AQUATIQUES

Les trois types d'organismes les plus couramment utilisés sont les pois-
sons, les daphnies et les moules, dont sont étudiées les réactions comporte-
mentales et physiologiques.

Utilisation de pecissons en tant que biocatalyseur

Le comportement des poissons, la mobilité, le rhéotactisme c'est-a-dire
leur capacité A nager a contre-courant, la respiration et les impulsions électri-
ques naturelles sont les principaux paramétres controlés.

Etude de la mobiliié et du compartement

WALLER et CAIRNS (1972) ont été parmmi les premiers & s'intéresser a des
systémes de ce type constitués d'aquariums traversés de toute part par des
rayons lumineux. Les interruptions du rayonnement, consécutives au passage
des poissons {Lepomis macrochirus), sont comptabilisées & intervalles régu-
liers et interprétées en terme de mobilité des organismes. Toute augmentation
ou diminution est considérée comme un stress si elle est enregistrée dans au
moins deux aquariums sur les six mis en paralléle.

Le méme principe de détection par infra-rouge est utilisé dans le dispositif
appelé « Fischwarntest » mis en place sur le Rhin et utilisant Leuciscus idus.

La mobilité est mesurée par effet Doppler dans le « Truitosem » dévelop-
pé par la Société des Eaux de Marseille.

KRESS et NACHTIGALL {1989} ont étudié tes critéres les plus sensibles de
l'activité natatoire de Oncorhynchus mykiss : distance parcousue, position en
hauteur de l'animal dans l'aquarium, axe du corps du poisson par rapport a
I'horizontale, ouverture/fermeture de la gueule, mouvements des nageoires et
capacité au changement d'orientation. Dans le cas d'une intoxication au
phénol, les deux seuls paramétres significativement différents du témoin sont
la position du poisson en hauteur dans l'aquarium et les mouvements des
nageoires.

Etude du rhéotactisme

Un biocapteur actuellement en place sur le Rhin, le « BehavioQuant »,
étudie le rhéotactisme d'un banc de poissons (L. idus) en enregistrant le
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nombre de passages du banc, sa mobilité globale, le nombre de demi-tours
pouvant étre effectués par les organismes, leur position dans la hauteur de la

colonne d'eau.

Dans d'autres systémes basés sur le méme princips, l'alarme est déclen-
chée lorsque les poissons affaiblis incapables de lutter contre le courant,
viennent par exemple :

— percuter une grille reliée au détecteur, comme dans I'« Aqua-
Tox-Control » a I'étude sur le Rhin (fig. 2),

— obstruer le conduit d'aspiration du milieu et faire ainsi augmenter le
niveau de l'eau du contatner; comme dans le systéme utilisant des truites
{O. mykiss) exploité par la Société Nancéienne des Eaux (THOMAS et al.,
1994). -

Dans tous les cas, les poissons doivent étre renouvelés réguliérement,
tous les huit jours en général, afin d'éviter les probléemes de fatigue et d'adap-
tation.

Etude de Ia respiration

La fréquence de ventilation des poissons {O. mykiss) est mesurée dans le
« WRc Fischmonitor » en suivant la contraction musculaire au niveau des
opercules a l'aide d'un couple d'électrodes (EVANS et WALLWORK, 1988).

Etude des signaux électriques

Les Poissons de l'ordre des Gymnotiformes ont en général la particularité
d'émettre un signal électrique de type ondulatoire extrémement régulier dans
des conditions environnementales stables. Cette particularité peut étre utilisée
pour détecter toute altération de la qualité physico-chimique de l'eau qui
modifiera la fréquence et la forme du signai. THOMAS et al. {1994) utilisent
Apteronotus albifrons, KAY et LEWIS (1994) au contraire utilisent des poissons
du genre Gnathonemus (petersii et tamandua) qui émettent un signal de type
pulsatoire.

Les performances des principaux biocapteurs dont les biocatalyseurs sont
des poissons sont résumées dans le tableau 1,

Utilisation de daphnies en tant que biocatalyseur

Plusieurs biocapteurs mesurant la mobilité des daphnies dans une
enceinte traversée de sources lumineuses ou infra-rouge sont en cours
d'étude. Le « Dynamischen Daphnien-test » est installé sur le Rhin depuis
plusieurs années (BUND/LANDER-PROJEKTGRUPPE 1994). Les seuils de sensi-
bilité de ce biocapteur pour une gamme de substances testées en laboratoire
par HENDRIKS et STOUTEN (1983) sont en général supérieurs aux valeurs de
CL50 du test daphnies-24 heures, tout en restant du méme ordre de grandeur
(tabl. 2). vAN HOOF et al.(1994) étudient actuellement un systéme du méme
type basé sur le mouvement des daphnies induit par deux sources lumineuses
situées en haut et en bas de l'enceinte et suivi a 'aide de récepteurs infra-
rouges,



Tableau 1  Caractéristiques des principaux biocapteurs dont les biocatalyseurs sont des poissons. Comparaisen des seuils de réponse
aux valeurs de Clgy ggn 0u NOEC chronique, pour la méme espéce, fournies par les mémes auteurs ou trouvées dans la

littérature.
Table 1 Characteristics of the main biosensors using fish as biocatalysts. Comparison with LC5n_ggp, or chronic NOEC, for the same
species, given by the authors or found in the literaiure.
Réponse enregisirée
P ¢ Substance(s) Studiée(s) Cangentration ’P ective la plus Durée d'exposition Claam NOEC chronigue Références
Espdca utllisée basse” A pgh
Mouvement
Notemigonus crysoleucas n2 593.109 12h WALLER et CAIRNS, 1972
Carassius auratus 293.108 pas de rponse .
NH, 21 '
Phénal 5,01. 100 5.103-99100m
Alkylsulfonate 279102 PETRY, 1982
Oncorhynehuss imvikiss  Distéaryl-diméthyl-ammonium
chioride 21 1m
e+ 15110 2,2.1000
Rhéctactisme Isophorona 3
dichloride-nitrométhane 4.10=
composés N aromatiques 1
picimicarty'simazine 2313
diméthoate/pirimicarh 0,210,268
Leugiscus idus butylbenzene-suffanomide 88
{in situ) diméthoate/pirimicarty 2,0/0,5/1.6 50 min de contact BOTTERWEG &t af,, 1989
tétrachioride-éthana
tétrachloride-éthanetétra- 10/0,2/0,4/0,3/1,3
chioride-éthane/fluoranthéne/
pyréne/paraoxon-equivalant
trioxane/fluoranthine/ 2,0/0,5/0,4/0,5/0,5
pyréne/alk-oxy-atkane/
terpénoide
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Tableau 1 Suite
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Réponse enrepisirée Chgy ons NOEC chronigna
Substance(s) studide(s) Concsntra;Iun '_" ective fa plus Durdée d'exposition Références
Espace utilisée asse” ugl ugh
3.4-Dichloroaniling 500 19.2h 2.1 (24 h)
1,208 24h 2,510 {24 )
Cadmium 300 19,2h 680 (24 h)
Leuclscus idus Disulfaten 710 192h 10.108 240y HENDRIKS &t STOUTEN, 1993
Endosutfan 5 24h 6(24h)
Endrine 15 24h 12(24h)
Alkylbenzénesulfonate lindaire 54.108 7680 7.5-100 {24 h) .
Oncotyrichus mykiss 70 . 4
KCN (35 % des poissons réagissen) 21min 150 {1} ' THOMAS &t al., 199
Veniiiation
rlhc-.oornis:mc.vm::‘n'rus Nitraglycérine/Diéthylphtalate/Ph 1,20 109/20/50 25345 min GRUSBER & CARING, 1981
statique 2+
Annrmonim 10 17 min
Phénal 2.1 28 min 03. 18 (48hy
Paraquat 800 26 min 321
Oncorfynehus mykiss 2,4,6-trichlorophénol 200 20min 10.103 (24
« Whc Fish monitor » Lindane 3 21 min 60 EVANS 8t wALLWORK, 1988
PCP 140 33min 250 (48 h)
Formaldéhyde 106 38 min 6,1-10%
Huile digsel 1 35 min
Pétrole 3 60 min
2n2+ 400 15 min
Co2+ 4 30 min W DIAMOKD &t al., 1990
Lepomys macrochinis Trichloroéthyléne 24 30min
Dieldrine 27 45 roin
Lepomis macrechirus 1,3,5-trinltrobenzéna 172 8 jours GARDNER of 2/, 1990
Aniline 5107 Imimédiate 43.1M
Oncortynchus mykiss Diphényl-1,3-guanidine >1(8 BALDWIN et al, 1994

Ethanol >5 4K 112.108

‘1’8 pas0 'a




Ethyléne glycol »1,05. 108 47104
Formaldéhyte 15.108 45395 min 61-105 SALDWIN ef af., 1894
Oncorynchus mykiss Lindane 25 min 7
2-mercaptobenzothiazale 18.108 immédiate 750
Méthano! 1,2.106 36 min 201-1,106
Morpholine > 104 38108
pCcP 240 21 236 min 200
Signaux Slectriques Hg2+ 100 20h
{fréquence an Hz) 500 4h
500 4h
Gnathonernus petersif Cu?+ 100 4h
CN- 12104 28h GELLER, 1984
NaAsQ, 18104 24h
41.104 11h
58104 8h
9.8. 104 5h
Gnathonemus petersii Phénol 108 436h Lewss ef af., 1990
Phénol 100 30 min
CN- 5 60 min
25 15min
Cr3+ 200 15min
Gnathonermtis petersii Crés 200 15min KAy of Lewis, 1994
Phosphate 50 15min
Guz+ 5 15min
G 200 15min
Lindane 100 15245 min
TBTO 10 15330 min
Apteranotus athifrons KCN 35 20min THOMAS &t af, 1984
(50% des poissons réagissent)

* Concentration |a plus falble induisant une réponse au cas ol plusieurs concentrations auraient été testées pour une mame substance, Les teneurs pour les &léments minéraux sont exprimées en po ou

1M du cation ou de I'anion correspondant.
* Lowest concertration inducing a response (LOEC). The concentrations of inorganic elements are expressed as ng/! or uM of the corresponding cation or anion.
{2) EVANS Bt WALLWORK, 1988, (b) MUNKITTRICK &f al, 1991, {C) ATCHISON 8! al,, 1987,
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Figure 2 Principe général des biocapteurs basés sur |'étude du rhéotactisme des
poissons (d'aprés BOTTERWEG ef al.,, 1989).

Principle of fish biosensors measuring rheolaxis (BOTTERWEG et al., 1989).

Tableau 2 Seuils de réponse d'un bioccapteur & daphnies et comparaison aux
valeurs de Clgg._ogn PoUr la méme espace (HENDRIKS et STOUTEN, 1893)..

Table 2 Results of a biosensor using waterfleas as biocatalysts and comparison
with IC50._n4p oblained under static conditions (HENDRIKS and STOUTEN,
1993).
Concentration \
Substance(s) étudide(s) effsctive laplus  DUrOOUSRISINON oy
basse* ug/ (weures)
1,2-dichloroéthane 10-104 36-10%
3,4-dichloroaniline 36-10° 26,4 700
Cadmium -360 8,6 130
Chiorophénal 2104 10- 108
Diazinon 8 72 2
Disulfoton 100 12 <60
Endosuifan 400 12 510
Etrimfos 4 4
Alkythenzénesulfonate linéaire 480 24 78.10°
Paraguat >74 102 7,2 48.10°
Parathion-éthyl 5 24 2
Parathion-méthyl 5 4.8 4
Pentachicrophénol 280 14,4 1,1-10°
Propé&thamphos 100 12
Thiométhon 400 12 <§2-108

* Goncentration la plus faible induisant une réponse au cas ob plusieurs concentrations ayraient été testées pour une méme
substance.

* Lowest concentration inducing a response {LOEC}.
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Utilisation de mollusques bivalves en tant que biocatalyseur

Les mouvements valvaires, I'activité cardiaque et Vactivité de filtration de
l'eau constituent des critéres utiles pour des biocapteurs hydriques utilisant
des bivalves. Les organismes peuvent étre d'origine marine (Mytilus edulis,
Scrobicularia plana) ou dulgaquicole {Dreissena polymorpha, Corbicula
fluminea, Unio pictorumy.

Etude des mouvements valvaires

Les biocapteurs de ce type utilisent le fait que les bivalves en période
d'immersion aspirent et refolilerit {'eau quasiment en permanence par leur
siphons inhalant et exhalant lorsque les valves sont entrouvertes. La période
d'ouverture des valves est entrecoupée de mouvements de fermeture intermit-
tents. Une modification de fa fréquence d'ouverture et de fermeture traduit une
altération du milieu et une tentative des animaux d'échapper & un environne-
ment hostile. La fermeture des valves peut aussi résulter d'un ralentissement
du rythme cardiaque (AKBERALI ¢t BLAKE, 1980/1981).

Les systémes développés par SLOOFF ef al. (1983) avec D. polymorpha ,
par HAM et PETERSON (1994) sur C. fluminea et le valvomatre de I'lFREMER et
MIGLEC sont apparentés (fig. 3): en pratique, la moule est immobilisée par
i'une de ses valves fixée sur un socle, l'autre valve est reliée & un systéme
d'enregistrement des mouvements valvaires constitué d'un détecteur électri-
que {SLOOFF et al. , 1983), mécanique et graphique (valvométre), ou optique
{HAM et PETERSON, 1994). '

Figure 3 Le valvométre développé par IFREMER et MIGLEC.
The valvometre developed by IFREMER and MIGLEC.
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Les deux valves peuvent aussi étre reliées au détecteur comme dans le
« Mossel monitor » (JENNER et al,, 1989) actuellement & 'étude sur le Rhin.

Etude de i'activité de filtration

La filtration des moules est mesurée & I'aide d'une sonde placée & bonne
distance des siphons, qui enregistre les variations de vitesse du fluide et les
échanges thermiques induits entre la sonde et le milieu. Ce systéme a été
utilisé par MCUABAD et PIHAN (1993) sur D. polymorpha.

Les différents systémes utilisant les bivalves et leurs performances sont
présentés sur le tableau 3« -

Utilisation de larves de diptéres en tant que biocatalyseur

La fuite de larves d'Aedes aegypti en présence de lumiére est utilisée
comme signal, la vitesse de déplacement des larves étant diminuée en pré-
sence de toxiques (CAIRNS et VAN DER SCHALIE, 1980).

3 - BIOCAPTEURS CELLULAIRES OU SUBCELLULAIRES

Le matériel de choix est représenté par les bactéries, les levures et les
microalgues qui sont des formes unicellulaires particulierement robustes. En
revanche, les cellules issues d'organismes pluricellulaires ou les tissus
animaux, plus difficiles a isoler ou & maintenir en survie, sont peu adaptées a
ce type d'usage.

Les réactifs cellulaires sont utilisés généralement immobilisés au contact
du détecteur ce qui présente un double avantage : (i} d'éviter l'élimination du
biocatalyseur avec le milieu circulant et (i) d’augmenter fa sensibilité du
systéme en optimisant le rendement de transduction du signal biologique.

Les réactions biclogiques contrélées pour rendre compte de la toxicité sont
basées sur la mesure du métabolisme cellufaire ; il peut s'agir de :

» mesure globale comme le contrdle de la respiration cellulaire par évalua-
tion de l'oxygéne consommé cu du gaz carbonique produit ;

« mesure plus caractéristique du microorganisme utilisé comme

~ l'activité dénitrifiante,

- la bioluminescence,

- ['activité photosynthétique,

» ou de mesure trads spécifique comme une activité enzymatique ou {'acti-
vation de génes particuliers en réponse 2 une exposition toxique.

La disponibilité d'électrodes spécifiques a O,, CO,, NH;* et H* a été &
forigine du développement des biocapteurs, initialement a des fins biotechno-
logiques pour le contréle des réactions de fermentation dans lindustrie
alimentaire. Cette nouvelle technologie a ensuite été transférée au domaine
de l'environnement.
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Tableau 3  Caractéristiques des principaux biccapteurs dont les biocatalyseurs
sont des bivalves d'eau douce ou marine.

Table 3 Characteristics of the main biosensors using freshwater or marine
bivalves as biocatalysts.
. Concentration
Répanse enregistrée Substance(s) effective Durée Références
Espéce utilisée étudide(s) laplus basse*  d'exposition
poA
Mouvements des valves - -
et rythme cardiaque
une valve fixée
Scrobicutaria plana Cu2e 10 23h  AKBERALI et BLACK, 1980-81
Cadmium™* 200
Cuivre 18
Cyanure 460
1,3-dichlorobenzéne 14. 108
Chioroforme 4,32 .104
Dreissena polymorpha Phénol 146. 104 8h SLOOFF efal, 1983
PCP 140
Toluépe 61-108
Kyltne 119104
Trichloroéthyléne 8-10°
Hexachlorobutadiéne 150
Lindzne 60
Cuivre** <10 0M
Cadmium <100 0M KRAMER et al,, 1989
Dreissena polymorpha D Selenfurm <10 D
Mytilus edulis M i <500 oM
Plomb <50 OM
T8TO <10 0M
Hypochlorite <10 0M
Hude <6-103 M
Corbicula fluminea Chiore 2 immégiate HaM et PETERSON, 1994
deux valves foddes Hypochlorite >37 D 1h
Dreissena polymorpha D >3 U JENNER et al, 1939
Unio pictorym U TBTO 6D 1h
Activité de siphons Cuivre** 15
Mercure 10 Intoxication
Dreissena polymorpha Cadmium 100 continue sur24h  MOUABAD et PIHAN, 1993
e 200 {mais réponse
Plomb 400 enldh
Détergent 100 possible)
Lindane 100

* Concentration la plys faible induisant une réponse au cas of plusieurs concentrations auralent é1é testées pour une méme
substance, Les teneurs pour les éiéments minéraux sont exprimées en pg/l du cation ou de I'anion correspondant.
** Speciation non précisée par I'auteur.

* Lowest concentration inducing a response (LOEG). The concentrations of inorganic elements are expressed in wg/l or uM
of the cotresponding cafion or anion.
** Speciation non mentioned by the authors,
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Etude de la respiration cellulaire

Les systémes les plus usuels sont ceux qui contrdlent I'activité respiratoire,
& l'instar des essais de DBO (demande biologique en oxygéne) effectués pour
évaluer la charge globale en micropolluants organiques biodégradables
d'une eau. Certains systémes peuvent mettre en jeu des bactéries, des
levures ou des organismes mutants.

La sensibilité des biosondes ou bicélectrodes dépendra du détecteur
(électrode & O, ou & CQ,) et des caractéristiques de la membrane biolo-
gique : espéce(s) bactérienne(s), nombre de bactéries immobilisées, procédé
de fixation (tabl. 4). En 1git, 13 différence de sensibilité entre espéces est moins
nette que celle qui existe entre les souches pures {Escherichia coli, Pseudo-
monas aminovorans, P. putida ou P. aeruginosa) et les boues activées sou-
vent moins sensibles ; peut-étre faut-il voir dans cette sensibilité plus faible
des boues activées, un reflet de l'adaptation et donc de la résistance des
microorganismes aux poltuants hydriques dans les stations d'épuration.

Les microorganismes, souches pures ou boues activées, ne sont pas
systematiquement immobilisés, mais peuvent aussi étre utilisés en suspension
dans des biorédacteurs. Il est net que les capteurs utilisant des boues activées
libres sont moins sensibles ; ie principe du détecteur basé sur la mesure des
variations de pression d'O, ou de CQO, est probablement en cause, ces sys-
témes ne permettant pas des contrdles aussi fins que les détecteurs ampéro-
métriques ou potentiométriques. :

l.es levures ont été proposées au lieu des bactéries dans des systémes
apparentés mesurant la consommation d'oxygéne. CAMPANELLA et al. (1994)
ont utilisé Saccharomyces cerevisiae immabilisée dans un gel d'agar pour la
détection des effets du cuivre en milieu hydrigue.

Des mutants bactériens ont aussi été envisagés pour la construction de
bioélectrodes & O, ou CQ, pour la détection de composés mutagénes. Le prin-
cipe du procédé est le suivant : les mutants incapables de se multiplier sur
milieu carencé retrouvent le type sauvage & la suite de l'exposition a des
agents mutagénes et récupérent simultanément le pouvoir de se développer
sur ce milieu. La croissance s'accompagne d'une consommation d'oxygéne
enregistrée par la bicélectrode. Salmonella typhimurium his a été utilisée par
KARUBE et al. (1982) sur le principe du test d'Ames. Baciffus subtilis Rec- et
Rec* ont été proposés par le méme auteur en 1981 dans un systéme
différentiel & double électrode qui enregistre la différence de consommation
d'O, entre la souche Rec™, sensible aux mutagdnes car déficiente en systdme
de réparation de I'ADN, et ia souche Rect, insensible car dotée des réparases
leur permettant de réparer I'ADN altéré et donc de croitre en présence de ces
agents génotoxiques.

Etude de ['activité dénitrifiante

D'autres systdmes basés sur la mesure d'activités dénitrifiantes a l'aide
d'une électrode & NH, ont été utilisés par KOBOS et al. {1979) pour le controle
des fermentations. Le principe a été repris par RAWSON et ROGERSON (1994) et
appliqué a des boues activées en suspension pour la détection du 3,5-
dichlorophénol. L'activité dénitrifiante était inhibée de 50 % pour une concen-
tration de l'ordre de 3 mg/l aprés 4 h d'exposition.



Tableau 4 Caractéristiques des biocapteurs dont les biocatalyseurs sont des bactéries et dont le signal de toxicilé est une modification
de la respiration.

Table 4 Characteristics of the main biosensors using bacteria as biocatalysts and respiration as the toxic criterion.
Paramédtre ou Réponss enregisirés Concentration effective 12 plus
Bactéries ulllisées sous forme Substance(s) éludiée(s) basse* Délal de réponse Rétérances
Espéce utilisée
uM ol
0, Immobilisées Triméthylamire 26 10 min GAMATI et al, 1991
Fegudomonas amingvorans Membrana en nylon
Libres 3,5 dichiorophénol 117 104 (Gl 5min
Boues activées 10 litres Cu2s 14.108 15 min KONG &t af, 1893
« RODTOX » CN- 780 Smin
Psaudomonas putida '
« Toxalann = Libres 10
Pseudomonas putida ¢
« Stiptox-norm » Libres PCP 15100 immédiate SCHNHTZ of af, 1993
Boues activées
« Toxdguard » Biofim 50
Boues activées
« Biox-1000T » Axées sur anneaux 108
PCP g
Chlorure d'Statn-tributyrique 1
Formaldéhyds 46-108
Phénol >100
Escharichia colf Immobiisées 2-chlorophénol 50 HATTON ef &/, 1994
MCPA 150
Chlorure da mercura 7
Afrazine > 108
Cadmium >108
Chiorure de cuivrg 500
Bacilis sublitis Immobilisées
Bacilus icheniformis Membrane en polycarbonate DBO gar.10 Lt et TaN, 1994
Boues activées Llbres 3,5-DCP 55 109 (Clgy) 30 min RAWSON 8t ROGERSON, 1994
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Tableau 4 Suite

Paramétre ou Réponse enregistrés

Concentration effective Ja plus

Bactérfes utillsées sous forme Substanca(s) étudiéa(s) basse" Délal de réponse Rétérances
Espéce utilisée
i wil
Pseudomonas putida  Membrane en acétate de Benzéne " 2-10 min ™ efal, 1994
cellulose
Boues activées Fixées sur anneaux DBO 5.108 3amin TEUTSCHER et GROSSER, 1934
« Blox-1000T »
) 14a5- 108 30 min
Boues activées PGP 10 ih @
« RODTOX = Libres Hg2» o] VANROLLEGHEM ot al,, 1994
10 litres Cuz+ 1 '
CN- 1
3,5-DCP 104
o-crésal 106
Toludne 108
ca, Phénol 12108 (CL}
HCN 3510
Escherichia colf Immobllisées Cd2+ 300 5230 min DORWARD €t BARISAS, 1984
Membrane nucléopare AsO,- 15108
b2+ 130
Cuz+ 111
Pseugomonas agrugingsa Immotllisées Nitrate 3. 908 15min HmaMA ot 3, 1993
Membrane en nylon
Transpart d'électrons de 4 chatne
resplratoire
Escherighia coli SCHMITZ et af, 1993
« Eucyano-Bacteria Electrode » PCP 108
Escherichia coll £ PCP 800 F HANSEN, 1994
Psaudomonas putida P PGP 1@ P

* Goncentration |a plus falble induisant une réponse au cas ol plusieurs concentrations auraient 61 testées pour une mame substance. Les teneurs pour les éléments minéraux sont exprimées en ug/ ou

1M du cation ou de 'anion correspondant.

* L owest concentration intucing a response (LOEC). The concentrations of inorganic etements are expressed as ng/ or pM of the corresponding cation or anion.
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Etude de la bioluminescence

Les mesures de luminescence, intéressantes de par leur sensibilité et la
facilité d'enregistrement a l'aide de capteurs optiques, peuvent étre mises &
profit dans la technologie des biocapteurs (fabl. 5).

La luminescence physiologique des bactéries Vibrio fischeri est utilisée
dans I'Auto-Microtox qui est un automate reproduisant les différentes étapes
du test Microtox a la fréquence globale d'une mesure toutes les 50 minutes :
lintensité de la luminescence liée a la respiration cellulaire est inhibée en
présence de substances toxiques proportionnellement & leur concentration
dans le milieu cellulaire (HENRIET et al., 1990).

La luminescence peut étre acquise artificiellement par insertion du géne
« lux » de {a luminescence dans le généme bactérien sous le contrdle du
promoteur d'un géne spécifique. La luminescence est émise lors de la trans-
cription du géne. Les génes intéressants pour la détection des substances
toxigues en général seraient ceux qui codent pour les protéines de stress
(HSP) ou les métallothionéines dont la transcription est induite suite a
I'exposition 4 des facteurs toxiques et 4 des métaux respectivement (VAN DYK
et al, 1994).

Etude de I'activité photosynthétique

Elle peut étre quantifié¢e au moyen de l'oxygéne produit par photolyse de
l'eau, du flux d'électrons ou de la fluorescence spontanée od retardée, résul-
tant de l'illumination des systémes photosynthétiques. Des électrodes a
oxygéne de Clark en particulier, et des capteurs optiques permettent de faire
des mesures non destructrices avec une bonne sensibilité. Par contre, la
mesure des flux électroniques nécessite un médiateur chimique qui perméabi-
lise les structures cellulaires aux électrons et assure leur transfert des mem-
branes photosynthétiques jusqu'a I'électrode ; ce procédé pose un probléme,
dans la mesure ot le médiateur, souvent un dérivé quinonique, n'est pas lui-
méme exempt de toxicité (PANDARD, 1992). Dans le cas de l'utilisation des
électrodes, celles-ci doivent &tre protégées par une membrane de téflon
perméable exclusivement aux électrons et placée entre le corps de Félectrode
et la membrane biologique photosynthétique, afin d'éviter l'interférence des
substances oxydo-réductibles du milieu susceptibles de perturber les mesures
ampérométriques.

Les Cyanophycées et les Chiorophycées sont les organismes photosyn-
thétiques les plus utilisés en tant que biocatalyseur, en particulier : Synecho-
coccus leopoliensis, Synechococcus sp. , Anabaena variabilis (RAWSON et al.,
1987 ; WESTON et ROBINSON, 1981 ; SCHMITZ et al., 1993), Chlorella vulgaris
(MATSUNAGA ef al., 1984 ; WESTON et ROBINSON, 1991 ; PANDARD &t al., 1993 ),
Chlamydomonas reinhardii (SCHMITZ et al., 1993), Scenedesmus subspicatus,
5. obliquus, S. quadricauda, Selenastrum capricornutum (PANDARD et
VASSEUR, 1992). Les algues marines, chlorophycées (Dunaliella bioculata) et
diatomées (Phaeodactylum tricornutum), ont été utilisées aussi avec succés
{PANDARD, 1992).



Tablesu 5 Caractéristiques des biccapteurs bactériens dont le signal de toxicité est une modification de la luminescence.
Table 5§ Charactaristics of the main biosensors using luminescent bacteria as biocatalysts.
Réponse enregistrée . Concentration effective la
Bactéres Utl(S6eS SOUS  Gubstances) etudides) plus basse* oo, Rélérances
Espéce utilisée orms ugn  dexposition
Lux COABE/ '
Vibrio fischeri dans : Bismuth 1£ 120min §
Cd#+ 2F 35§ 80min £ CORBISIER et al, 1933
» Staphylococcus aureus 8 Libres P2+ 1E108
« Escherichia coli €
Escherichia colf Libres Hg2 5104 3108 40mind400min  SEUIFONOVA ef al, 1993
immobiisdes dans un gel Naphtaigne 550 21min
Pseudornonas fluorascens d'alginate-glycérol Salicylate 500 24 min HEITZER ef 2/, 1894
W) 93100
Libres Acide 2 4-dichloro 10min
Escherichia coli Microplagues phénoxyacétique 16-108 VAN DYK et al, 1994
protéines de stress Méthanol 2108
2-nitrophénal 13104
4-nitrophénol 42.10°
Phénol 7 10¢
Kyléne 31.10°
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Tableau § Suite

Paramatre ov Réponse enregistrés

Concentration effective 1a

Bactérias' ulilisées sous Substance(s) éludide(s) plus basse* Délal de réponse Références
Espércs utillsée orme m ug/
Vibrio fischer! Laurylsulfate de sodium 2. 10% (Clgg) 15min
Toluéne 1,57 - 104 15min
« Autornicratox » Chiorobenzéne 75108 15min
Manébe 23 15 min
Libres Phénol 213-10¢ 15min HENRIET et al., 1990
Lyophilisées Cyanures 18108 15min
In2 580 15imin
Cu+ 730 15min
Cd2+ 71108 15min
Crés 22310 30 min
Phe+ 900 15min
Durée total d'un
test: 50 min
Fixées Chiorure de berzalkonium 23 (Clgg)
Membrane en nitrate {bactéricide) Quelques minutes LEE ot al, 1992
de cellulose Cré+ 85 (Clsg)
« Photox » = RBT Libres Lyophilisées 50
fCP 15 min SCHMITZ etal, 1993
« Biotoximeter »  Libres Bactéries da batch 1518
Libres Malathion 50 {Clag)
« Automicrotox » Lyophiisées Chrome 105 (Clsy) CHEVILLON, 1994
Diesel 750 {Cls;)

* Concentration la plus faible induisant une réponse au ¢as ol plusieurs cancentrations auralent été testées pour une méme substance. Les teneurs pour les éléments miréraux sont exprimées en pgd ou

uM du cation ou de I'anion correspondant.

* Lowest concentration inducing a response (LOEC). The concentrations of inorganic elements are expressad as ug/A or WM of the corresponding cation or anion.
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Le tableau 6 ci-contre donne les résultats obtenus avec les bioélectrodes
algales répertoriés a ce jour dans la littérature.

Des organites subcellulaires support de la photosynthése ont été utilisés
également A titre expérimental comme biocatalyseur, par exemple ;

— des thylakoides d'épinards, fixés sur une matrice d'albumine-
glutaraldéhyde et sensibles & 1uM d'atrazine et 0,07 pM de diuron (PURCELL et
al., 1990) ;

—des chloroplastes d'épinards, immobilisés de maniére analogue, qui se
sont révélés sensibles au plomb (1 000 uM PbCl,), au cadmium (1 000 uM
CdCl,) et au diuron (0,18 uM), avec un temps de réponse inférieur & 5 min
{CARPENTIER et al., 1991) ;

— des chloroplastes de Vicia faba immobilisés dans l'alginate, sensibles &
0,21 uM d'atrazine.

Ce sysiéme est en place actueflement sur le Rhin.

4 — BIOCAPTEURS UTILISANT DES BIOMOLECULES

Ces systémes sont basés sur l'affinité de certains polluants pour des
molécules enzymatiques ou des anticorps. La liaison spécifique enzyme-
substrat ou antigéne-anticorps constituera le signal biologique dont H'intensité
pourra étre mesurée a l'aide de détecteurs ampérométriques, optiques ou
piézoélectriques.

Ces biocapteurs se différencient donc des systémes précédents, cellulaires
ou pluricellulaires, par leur spécificité pour des poliuants de catégorie donnée,
voire pour un poliuant déterminé. lIs seront utilisés pour la détection de
substances définies au sein de milieux complexes.

La qualité des biomolécules mises en jeu conditionne les performances de
ces systémes. ] est donc impératif que les molécules utilisées présentent un
degré de pureté élevé et que les procédés de fixation, par covalence ou par
inclusion dans une matrice, respectent l'intégrité des sites actifs ou des sites
de reconnaissance antigéniques et feur accessibilité par les ligands. II faut
aussi retenir que les facteurs tels que le pH, la force ionique du milieu, la pré-
sence de détergents et de solvants sont autant d'interférences possibles sus-
ceptibles de modifier la stéréochimie des molécules et leur affinité pour les
ligands.

Biocapteurs enzymatiques

Si tous les capteurs enzymatiques reposent sur l'affinité de certains poi-
luants pour un enzyme, la conception des systémes peut étre différente selon
la nature des réactions mises en jeu. Deux situations peuvent étre distinguées
selon que :

(1) le polluant est I'un des substrats naturels de I'enzyme ; I'enzyme cata-
lyse sa transformation et ressort intact de la réaction. C'est le cas de H,0,
decomposé par la catalase, et des phénols oxydés par la tyrosinase ;
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Tableau 6

sont des organismes photosynthétiques.

Table 6

as biocatalysts.

Caractéristiques des principaux biocapteurs dont les biocatalyseurs

Characteristics of the main biosensors using photosynthetic organisms

Concentration

Réponse enregistrée
sléltls:‘?zce(s) effective l:: plus . Dirfﬁlnn Rétérences
Espéce ulilisge  Studiée(s) basse exp
uM up
Production d'0,
Chiorelia vulgaris  Phosphates  B-10%47.10° 1min MATSUNAGA et af, 1984
Isoproturon 100 (Clsp) 30 min
Propanil 500 {Clsp) 30 min
Hg 1,5-108 (Clsg)  180min
Chiorelia vuiagns CN- >33-10°{Clsg)  30min PANDARD el VASSEUR, 1992
Chiortoluron 100 (Clgo} 30 min PANDARD ef al, 1993
Atrazing 100 (Cly;)  30min
Cu2+ 1,5-10° (Clzpy) 420 min
Mesure comhinde de fa
fluorescence et de
'oxygéne
Chiorella reinhardii .
« Fluox-alaae » Atrazine 0,85 SCHMITZ et af, 1993
Fluarescence spentanée Sirmazine 12 S5min WESTON et ROBINSON, 1991
Chiorelia viigaris
Chiorelia reinhardi 19
« Biosens-algae-toximeter » '
Chlorelia reinhardii ! .
« IA-fluorometer » Atrazine 5 Smin scHmmz et al, 1993
Fluorescence retardée
Chlorelfa reinhardii 0.4
« DF-algae-toximeter » i
Transpor! d*élacirons DCMU 223
Chiortoluron 2-10°  10min RAWSON et af, 1987
Synechococcus Linuron 17
Synechococcus  Atrazine 3 SCHMITZ ef af, 1993
Afrazine 10
Chiortoluron 10
Metamitron 200
Synechococcus Diuron 25
Linuron 50 2mn HANSEN, 1994
Terbutylatrazine 25
Simazine 10
Crimidine 25
Isoproturon 25

* Concentration la plus faible induisant une réponse au cas ol plusieurs concentrations auraient été testées pour une méme
substance, sauf mention particulizre (ex. : Cl,, : concentration inhibant 50 % de la ¢roissance algale). Les teneurs pour les
Eéléments minéraux sont exprimées en ugA du cation ou de I'anlon cormespondant,
* Lowest concentration inducing @ response except Clg, (concentration which inhibits 50% of the algat growth). The
concentrations of inorganic elements are expressed inpg/ or uM of the carresponding cation or anion.
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{2) le polluant est un inhibiteur de I'enzyme et se lie ou réagit avec l'une
des composantes du site actif; la liaison peut résulter d'une anaiogie
structurale avec le substrat ou d'une affinité chimique spécifique. Dans ce cas,
'enzyme est bloquée quasi irréversiblement : une régénération satisfaisante
est difficile de sorte que I'ensemble des réactifs doit étre renouvelé a chaque
essai ; c'est e cas:

— des organophosphorés et des carbamates inhibiteurs des cholinesté-
rases par liaison aux hydroxyles des sérines du site estérasique de i'enzyme,

- des cyanures qui par affinité avec les ions cuivriques bloquent les
métalloenzymes comme la cytochrome oxydase et la tyrosinase.

Dans les deux situations on mesure une activité enzymatique aprés avoir
ajouté dans la cellule réactionnelle les cofacteurs et les substrats nécessaires
4 la réaction et a la production d'une substance oxydoréductibie détectable
par ampérométrie : le filux d'électrons produit ou capté par I'électrode, selon le
potentiel choisi et les modalités expérimentales, permetira de quantifier
i‘activité enzymatique et d'en déduire indirectement soit la concentration des
substrats dans le cas (1), soit celle des inhibiteurs dans le cas (2).

La plupart des bioélectrodes enzymatiques rentrent dans la catégorie (2).
Elles sont dotées d'une bonne sensibilité pour certains dérivés comme les
organophosphorés décelés & des concentrations de l'ordre de 1 uM (tabl. 7),
voire 10~ pM dans le cas du paracxon (MARTY et al,, 1993 ; 1995). Toutefois
le faible degré d'autonomie de ces systémes freine leur développement et leur
utilisation en routine. L'évolution va naturellement vers les systémes les plus
simples : c'est ainsi que les systémes requiérant plusieurs enzymes agissant
séquentiellement ont cédé la place aux systdmes & un seul enzyme. L'idéal
est représenté par les capteurs ol 'enzyme est intégré au matériau composite
de l'électrode : ils peuvent donc fonctionner réellement en continu sans
nécessiter de changement de membrane entre deux mesures successives.
Les électrodes a tyrosinase répondent a ces critéres : ces systémes ont été
proposés récemment par COSNIER et INNOCENT (1992), BESOMBES ef al. (1994,
1995) et WANG et al. (1994) pour la détection des substrats phénoliques. La
figure 4 schématise le principe des différents capteurs fonctionnant avec
plusieurs {a) ou un seul enzyme (b).

Biocapteurs immunologiques

Le réactif biologique est constitué des anticorps spécifiques dirigés contre
ie polluant recherché. Ces anticorps sont préparés par procédés biotechnoio-
giques ; leur degré de spécificité verifié préalablement conditionnera les per-
formances du capteur.

La présence du polluant dans le milieu analysé traduite par sa fixation sur
l'anticorps pourra &tre suivie directement si les anticorps sont fixés sur une
membrane piézoélectrique.

A coté des détecteurs piézoélectriques il existe des transducteurs optiques
et ampérométriques. La liaison & |'anticorps est mesurée indirectament a
l'aide d'un traceur facile & analyser quantitativement. L'analyse en systéme
compétitif nécessite deux réactifs : l'anticorps spécifique et la substance
antigénique analogue au polluant recherché mais marquée par le traceur; la



Tableau 7

Caractéristiques des bicélectrodes enzymatiques utilisant des détecteurs électrochimiquas ampérométriques.

Table 7 Characteristics of enzymatic biosensors using amperometric transducers.
Réactifs ajoulés Electrode Substance détectée Rétérences
aumillen 3 analyser  pring immobilisé an incorporé Réaction 2 I'électrode Seulls
Pt/650 mV
butyrylcholine chofine oxydase HO, -  2H*+2¢ Organcphaosphorés BERNABE! et al, 1993
butyrylcholinestérase (@ . Paragxon 0,2 ug/
systéme & Pt/81 mv Carbamates
2enymes  aldéhyde déhydrogénase @ KsFe(CNJg — K Fe(CN)g + K+ +e- Mangbe 50 pg/ MARTY et al, 1993
diaphorase
Parathion métty] 102 .M
acétylcholine acétylcholinestérase @ Fonofos 1uM .
Monocrotofos 1M
Pt/410 mV Paraoxon 104 pM ¢ MARTY et al, 1993
systéme d thipcholine  —  thiocholine Aldicarb 1072 M
1 erzyrne récjuite oxygée Carhofuran 104 yM
acétytthiocholine acétylcholinestérase @
butyryithiocholine bityrylcholinestérase Carbaryl 8 pM SKLADAL etal, 1994
graphite pcrisal 10 M
tyrosinase ® quinone - quinons p-chiorophénol 10 UM
enpyme oxydée -200mV  réduite Phénal 2pM WANG et af, 1994
incorporé Catéchol 10 uM
aucompo- Cyanide 0.5 :M
site tyrosinase & quinone — quinone Atrazine 2 pM
Phénol oxydée réduite 3.5-dichiorophénol 5 uM BESOMBES, 1994
chloroisopropyl-
phemyicarbamate 1 uM

{a) enzyme inhibé par ls polluant recherché. (b) le polluant recherché est le substrat de I'enzyme, incorporé dans le composite de I'électrode.
Les teneurs pour les &féments minéraux sont exprimées an pgA ou pM du cation ou de I'anlan correspandant.
The concentrations of inorganic elerments are expressed as ug/! or WM of the corresponding cation or anion.

xNneeg Sep s)uiuod ne spnbidde suneydesolg
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a) b)
. Systéme a un enzyme ol l'analtyte
Systéme & 2 enzyines : peut &tre : - inhibiteur de E
I'analyte est inhibiteur de El - le substrat de E
4+ -
E2 E
A [
+ P1 P2 + substrat 3 P
E1 redox
électrode €lectrode
. e - . —_— -
Substrat réduit g~ substrat oxydé + ¢ Préduit g Poxydé+e
Figure 4 Principe des bioélectrodes & enzymes mesurant une activité enzymati-

que pour fa transformation d'un substrat S en produit P. La réaction pro-
duit une substance oxydoréductrice mesurée a l'aide d'un détecteur am-
pérométrique.

a) systéme & deux enzymes, ol E, est la cible spécifique du poliuant
recherché.

b} systéme a un enzyme immobilisé au contact de I'électrode (poliuant
inhibiteur de E.) ou incorporé au composite du détecteur (le polluant est
le substrat de Ig).

Principle of enzymatic biosensors. The enzyme activily is followed by the
calalytic production of P from a substrate 8. A redox substance is produ-
ced and measured by an amperomaetric biosensor.

a) system with 2 enzymes: E, is the specific target of the searched polfu-
tanlt(s).

b) system with 1 enzyme:

— E is immobilized on the tranducer (the poliutant is inhibitor of E},

— E is incorporated on the composite of the tranducer (the poliutant is a
subsitrate of E}.

substance marquée entrera en compétition avec le poliuant pour les sites de
liaison a l'anticorps. La quantité de traceur fixée aux anticorps sera inverse-
ment proportionnelle a la concentration du polluant dans le milieu (fig. 5).

Ces systémes ont été développés pour la détection des pesticides dans les
eaux , des triazines en particulier. Leur sensibilité est élevée (fabl. 8): la
détection est de l'ordre de la fraction du micregramme par litre pour certains
dérivés comme l'atrazine ( KRAMER et SCHMID, 1991 ; GUILBAULT et al., 1992) .
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1) occupancy o antibody binding sites by the analyte
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Figure 5 Principe de base des immunoessais. 1) La fiaison analyte-anticorps

reflete la concentration en analyte dans I'échantillon a anlayser. Un
« traceur » est nécessaire pour mettre en évidence cette liaison.
2) Essais compétitifs ol sont quantifiés les sites non occupés par
I'analyte. 3) Essais non compétitifs quantifiant le nombre de sites
occupés (HOCK et al., 1994).
Basic principle of immunoassays: 1} The occupancy of Ab-binding sites
reflects the analyte concentration in the sampie. A « tracer » is required
to trace the occupancy. 2) Competitive assays rely on the measurement
of residual, unoccupied binding sites and use limiting Ab concenlrations.
3) Noncompetitive assays measure the occupied binding sites and use
excess concentrations of Ab.

5 — SENSIBILITE, DOMAINES D'APPLICATION
ET PERFORMANCES DES DIFFERENTS BIOCAPTEURS

D'aprés les données publiées jusqu'ici, il apparait que les biocapteurs les
plus sensibles sont les capteurs immunochimiques. Leur développement ne
concerne encore que quelques types de contaminants hydriques et mériterait
d'étre étendu a une gamme plus importante de polluants.
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Tableau 8 Caractéristiques de biocapteurs dont le biocatalyseur est un anticorps
ou un antigéne,

Table 8 Characteristics of the main biosensors using an antibody or an antigen
as biocatalyst.

Concentration

Anticorps , Nomtire de
Substance(s) effective  Délaide . jisations  Rétérences
Type de détection  éludiée(s) apusghasﬂ 8" TEPONSE  ossibles
M
Antigéne fixé sur cristal
Piézoélectrique compétitt  2,4-D 1 10min MINUNN: &f 21, 1994
Anticorps fixé sur cristal

Atrazine 0,032100
Piézoélectrique Méthyl paraoxon 100
Carbofuran 4.108
Propazine 0,032 100 15 min Bag GUILBAULT efal, 1992

Prométhryne 01
Simazine 01
Ethidimuron 100
24-D 10
Anticorps de I'atrazine fixé
Sur membrane
Atrazine 0,02 15min 1 KRAMER et SCHMID, 1991
Ampérométrique
Systéme compétitif utili-
sant |'atrazine marquée 3 la
peroxydase

* Concentration ia plus faible induisant une réponse au cas ol plusieurs concentrations auraient été testées pour une méme
substance. Les teneurs pour fes éléments minéraux sont exprimées en pg/ du cation ou de Fanion correspondant.

* Lowest concentration inducing a response (LOEC). The concentrations of inorganic elernents are expressed in pg/ or pM
of the corresponding cation or anion.

Dans l'ensemble, le classement des principaux biocapteurs par ordre de
sensibilité décroissante, sans tenir compte de leur spécificité peut s'établir
comme suit :

- biocapteurs a anticorps antitriazines pouvant détecter des concentra-
tions en triazines de Fordre du microgramme par litre (KRAMER et SCHMIDT,
1991 ; GUILBAULT et al, 1992) ;

— bioélectrodes algales basées sur les mesures de fluorescence ; les per-
formances sont moins élevées avec des détecteurs électrochimiques, type
électrode a pH ou a oxygéne ;

— électrodes enzymatiques i acétylcholinestérase qui permettent la détec-
tion des organophosphorés et des carbamates & des concentrations de 10 a
100 pg/l et plus (MARTY et al,, 1993} ;

~ capteurs utilisant les bivalves dont les capacités de détection se situent
4 des concentrations de 100 pg/! et plus, sauf sensibilité plus élevée dans le
cas spécifique des dérivés organiques de I'étain {oxyde de tributylétain, TBTO)
et du cuivre (KRAMER et al,, 1989} ;

- biocapteurs mettant en jeu les poissons dont le seuil de détection est
assez variable et se situe entre 10 et 1000 pg/i en général. La sensibilité
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différe selon les conditions expérimentales, et il est difficile de dire si le para-
métre contrdlé ou l'espéce utilisée est le facteur le plus déterminant : lors
d'études in situ, une sensibilité élevée a été obtenue en étudiant le rhéotac-
tisme de Leuciscus idus exposés a des micropolluants organiques (BOTTER-
WEG ef af,, 1989) ; dans d'autres études, une bonne sensibilité a été observée
en présence de métaux ;

— biocapteurs bactériens qui s'appliqueraient plus au contréle des
effluents hydriques dont le niveau de contamination, nettement plus élevé que
celui des eaux de surface, peut atteindre et dépasser 1 mg/l. La sensibilité de
ces capteurs dépend non seulgmept de la conception du systéme, du type de
détecteur utilisé mais aussi du réactif bactérien : les boues activées en sus-
pension dans le milieu liquide avec un contréle de l'activité respiratoire basé
sur des mesures de pression d'O, ou de CO, donnent des résultats nettement
moins intéressants que des membranes bactériennes constituées de souches
bactériennes pures immobilisées au niveau d'un détecteur électrochimique
pour le contrdle du méme parameétre.

On peut étre tenté de comparer les seuils de réponse des biocapteurs aux
résultats des essais de toxicité létale (CLg,, Clyg) ou chronique (NOEC long
terme)} sur poissons et daphnies, habituellement utilisés en écotoxicologie
aquatique. Ces données figurent dans les tableaux 1 et 2. La comparaison
montre que le seuil de réponse des biocapteurs utilisant des poissons et ana-
lysant leur comportement, correspond en général 4 des valeurs inférieures
aux concentrations létales 50 évaluées aprés 96 heures d'exposition, en sys-
teme statique, et en conditions de température et de milieu standardisées. Ces
résultats soulignent la sensibilité satisfaisante des. biocapteurs s'ils sont
comparés aux essais de toxicité aigué conventionnels ; ils sous-entendent
aussi que les critéres de comportement lers d'une exposition courte ont une
réelle signification en terme de toxicité et de viabilité.

La comparaison a des valeurs de CL;, o4, €St envisageable dans le cas
d'effluents complexes dont la charge en polluants peut entrainer des effets de
toxicité aigué. Cependant, dans le cadre d'une application au contrdle des
eaux de surface et des eaux souterraines ol des offets de toxicité a long terme
sont plutdt attendus compte tenu d'une contamination beaucoup plus faible, la
comparaison & des valeurs de NOEC chronique serait plus justifiée. Ces
valeurs de NOEC chronique manquent dans la plupart des cas pour faire des
comparaisons valables.

Dans le cadre du biomonitoring, il est indispensable de bien connaitre la
sensibilité du biocapteur qui peut étre simplement utilisé comme un détecteur
d'une augmentation du taux des contaminants, sans connaissance des impli-
cations biologiques du signal. Il faut surtout que la sensibilité du capteur soit
appropriée aux milieux & analyser et en rapport avec le degré de contamina-
tion probable. La sensibilité du systéme déterminera donc son domaine
d'application.

La figure 6 situe ordre de sensibilité relative des différents systémes en
cours de développement par rapport aux niveaux de contamination des eaux
et des effluents & contrdler. Les systémes particulierement sensibles seront
utitisés pour la recherche des micropolluants traces et pourront donc étre
appliqués au controle des eaux souterraines et des eaux de surface. Les
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systémes dotés d'une sensibilité plus faible serviront plutét de systémes
d'alerte a la pollution aigué des rejets et des effluents hydriques, ceux-ci
pouvant présenter un risque pour l'environnement aquatiqgue en cas de
défaillance des traitements d'épuration.

[ effluents complexes ]
EAUX P superficielles j
souterraines,
potables

[ - - ! 1 |

i | | | 1
0.1 1 10 100 1000 Hg/l

immuncochimiques/Anticorps

TRIAZINES flue cell. algales ©O2/e-

.. chloroplastes
pruroN thylakoides

enzymatiques/cholinestérase

——t il

org. phosphorés, carbamates

comportement/bivalves

X
TBTO, Cu respiration/bactéries

Figure 6 Comparaison des niveaux de sensibilité des biocapteurs et applications
au contréle des eaux et des effluents.

Compatrison of the sensitivity of biosensors applied to water quality
control,

Lorsque la nature des polluants recherchés est connue, un seul biocapteur
peut suffire & la détection. Si au contraire on ne connait pas ia nature des
contaminants &ventuels, it faut pouvoir détecter une large gamme de pol-
luants : il apparait d'ores et déja que, dans ce cas, l'association de plusieurs
biocapteurs sensibles et complémentaires de par leur spectre de détection
sera nécessaire. La conception de batteries de biocapteurs et de biocapteurs
multiples immunologiques ou immunoenzymatiques est envisagée actuel-
lement.

D'autres qualités que la sensibilité sont requises pour une application in
situ, en continu des biocapteurs en station automatisée. Les critéres de temps
de réponse, autonomie, convivialité, exigences de maintenance, périodes
d'inactivité lise a l'auto-entretien, incidents, facilité de traitement des résultats,
encombrement et colits d'achat de Fappareil, interviennent également pour
juger des performances des biocapteurs. L'ensemble de ces critéres a été
évalué lors d'une étude réalisée en Allemagne par le Ministére Fédérat de la
Recherche et de la Technologie et I'Agence Fédérale de I'Environnement,
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dans le cadre du Plan d'Action Rhin & Main. Cette étude portait sur prés de
22 biocapteurs qui ont été testés pour leurs performances et leur applicabilite
en routine, de 1990 a 1993 ; ces systémes utilisaient des microorganismes
{bactéries, algues), des invertébrés (microcrustacés, bivalves), des vertébrés
{poissons). Ces essais ont souligné les performances des biocapteurs a
microalgues, particuliérement sensibles avec un détecteur & fluorescence,
ainsi que ceux basés sur i'étude de la mobilité des daphnies (SCHMITZ et al.,

1993).

Il faut rappeler l'importance de I'étape de validation d'un biocapteur : (i)
sur pilote de laboratoire d'aberd,-a 'aide de polluants de concentration con-
nue, afin de déterminer le champ d'application, le domaine de sensibilité du
biocapteur et les interférences possibles comme celles de la température, du
débit, de l'oxygéne, du pH, des matiéres en suspension, de la lumiére... ; (ii)
sur sites ensuite, afin d'identifier les situations générant des fausses alarmes,
améliorer en conséquence la conception du capteur et donc garantir {a fiabilite
du systéme.

Il est possible que parmi les multiples biocapteurs a I'étude actuellement
au laboratoire ou sur pilote, peu d'entre eux franchiront I'épreuve de la
validation in situ, laquelle est déterminante pour juger des perfermances du
systéme en fonctionnement réel.

6 — CONCLUSION

Si les biccapteurs immunochimiques doivent encore faire leurs preuves
sur le terrain, le développement des bioélectrodes algales et de certains
capteurs utilisant les vertébrés et invertébrés aquatiques est par contre & un
stade plus avancé de la validation en milieu aquatique. Les bioélectrodes
algales présentent l'intérét de détecter, avec une bonne sensibilité, les subs-
tances dotées d'une toxicité spécifique pour les espéces végétales, étant
donné leur principe basé sur I'étude de l'activité photosynthétique. Les bio-
capteurs cellulaires ou animaux ont un champ d'investigation assez vaste,
compte tenu de leur caractére aspécifique leur permettant de détecter une
toxicité globale. Leur sensibilité les oriente pour le controle des eaux de sur-
face contaminées et des effluents industriels. Les biocapteurs bactériens a
boues activées sont robustes mais aussi moins sensibles. Leur domaine
d'utilisation est celui du controle des effluents contaminés et la prévention des
accidents de pollution aigué.

Les biocapteurs, par leur fonction méme, sont des outils d'avenir au
développement prometteur. lls répondent & un besoin dans le cadre du biomo-
nitoring environnemental ; d'autant que les réglementations européennes se
mettent en place en ce qui concerne I'environnement aquatique et en parti-
culier les effluents industriels.
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Certaines grandes sociétés ont bien compris le parti gqu'elles pouvaient
tirer d'un contrble en continu : les Sociétés de traitement des eaux en parti-
culier, qui utilisent les biocapteurs pour le contrdle des prises d'eau servant a
la potabilisation. Le Ministére de I'Environnement, I'ADEME, les Agences de
I'Eau manifestent également un net intérét pour les biocapteurs : ces orga-
nismes ont été les premiers en France & financer des recherches pour leur
développement et leur validation.

Il existe un enjeu commercial énorme pour les biocapteurs environnemen-
taux. Queiques entreprises frangaises ont déja investi dans ce domaine. Mais
il reste aussi beaucoup . faire pour mettre au point ces outils de conception
nouvelle. Les efforts conjugués des scientifiques, des ingénieurs, et des

entreprises industrielles sont nécessaires pour que cette nouvelle technologie .

trouve son piein développement.

LISTE DES ABREVIATIONS

Cigy = ECy, : concentration inhibant 50 % du paramétre étudié.

CL;, : concentration entrainant 50 % de mortalité.

DBO : demande biologique en oxygéne.

2,4-D : 2,4-dinitrophénol.

DCMU : dichlorephénylméthylurée.

3,5-DCP  : 3,5-dichiorophénol.

his : histidine.

NOEC : premiére concentration n'induisant pas de réponse (Non
Observable Effect Concentration).

PVA : polyvinylalcool.

TBTO : tri-n-butyltinoxyde.
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