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Procédé de détermination de la réactivité biogéochimique d’un échantillon

aqueux de matiére organique.

- Linvention concerne un “procédé de deétermination de la réactivite
biogéochimique d'échantillons aqueux de matiéres organiques, notamment aux fins

d'en évaluer I'écotoxicité.

On estime qu’en France, 250 millions de tonnes de déchets agricoles et 10,5
millions de tonnes de déchets industriels sont recyclés chaque année par épandage
au sol.

| Cette pratique souléve la question du devenir des matieres organiques
contenues dans ces déchets dans les sols, de Ieur capacité a atteindre les nappes
phréatiques, de leur influence sur les propriétés et fonctions des sols et des
modifications biogéochimiques qu'elles impliquent, notamment en terme de pollution.

Il est fait généralement appel a des techniques d’analysee simples,
notamment de la cofnposition (carbone, azote, phosphore) des matieres organiques
présentes dans ces déchets, pour déterminer la quantité de déchets qu'il est possible
d’épandre. Ces techniques ne permettent pas d'évaluer la réactivité des déchets
dans le sol et, par conséquent, ne dohnent pas d'indications sur leur durée de vie
dans le sol, leur capacité de transfert vers la nappe ph'réatiqueet leurs impacts
env:ronnementaux potentiels, notamment en terme de mobilisation de mlcropolluants
presents métalliques et/ou organlques

Il existe donc un besoin pour un test, de préférence simple et rapide, qui
perfnette d’évaluer quantitativement le devenir de ces déchets dans les sols et les
impacts environnementaux potentlels |

La présente invention repond a ce besain, au moyen d’ un test sur
microplaque utilisant une lecture de fluorescence, qU| permet de quantlfler de

maniére routiniére la réactivité d'un échantillon aqueux de matiére organique, avec

des composants du sol.

L'invention a donc pour objet un procédé de détermination de la réactivité
biogéochimique d'un échantilion aqueux de matiére organique, comprenant
a. le mélange de I'échantillon avec un sol sec ou un composant d’'un sol

avec lequel I'échantillon est susceptible de réagir, puis
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b. lorsque I'échantillon est mélangé avec un sol sec, la récupération de Ia
phase liquide ; et . ‘
c. l'analyse en microplaque de la fluorescence émise par ledit mélange
ou ladite phase liquide ; "
une variation de fluorescence, par rapport a la fluorescence émise par le composant
du sol en I'absence de I'échantillon ou par I'échantillon en I'absence du composant
du sol, étant indicatrice de la réactivité de 'échantilion.
L’invention a également' pour objet un kit pour la mise en ceuvre de ce

procédé.

Définitions :

L'expression « échantillon aqueux de matiére organique » regroupe
notamment des déchets ou produits fermentescibles liquides aqueux, tels que de
boues de stations d’épuration ou des résidus ou effluents agro-alimentaires. Sont
egalement inclues des eaux de surface, telles que des eaux de lacs, de sols, ou de
rivieres, des eaux marinés ou des eaux souterraines, ou encore des extraits aqueux
d’un sol ou de sols. Dans le cas d’un extrait aqueux de sol ou d’'un déechet organique
biphasique, on effectue une extraction & leau (typiguement une masse de sol ou de
déchet pour deux volumes d'eau) et une centrifugation (par exemple au moins 5
minutes a 5000 rpm) puis une filtration de I'échantillon aqueux (par exemple, avéc un
filtre de 0,45 um). Dans le cas d’'un échantillon d'eau ou de déchet liquide (avec ou
sans dilution préalable), une filtration simple peut étre réalisée De préférence les
échantillons aqueux. de matiére organique ne comprennent pas ou ne sont pas
constitués d’acide fulvique ou d'acide humique. ’ '

Le terme. « réactivité biogéochimique » fait référence a la capacité de
I'échantillon de réagir avec certains composants. du sol, tels que des métaux ou des
microorganismes, ou avec un sol sec. T

Plus particulierement, le procédé de linvention permet de quantifier la
réactivité de I'échantillon testé avec un sol sec ou .un composant d'un sol, ledit
composant étant choisi parmi une exoenzyme, un microorganisme, un cation
métallique et un micropolluant organique. De préférence, le sol sec ou le corhposant
d'un sol ne comprenhent pas ou ne sont pas constitués d’'acide fulvique ou d’acide

humique.
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Ces composants sont également désignés ici « composants ou sondes
biogéochimiques ».

En particulier, le procédé de l'invention est destiné a évaluer les interactions
de la matiere organique, dont provient I'échantillon aqueux de matiére organique,
avec un sol, soit directement a partir d’'un échantillon de ce sol, soit a partir
d’éléments représentatifs des sols, tels que les composants ou sondes
biogéochimiques cités ci-dessus. Plus particulierement, le procédé de l'invention est
destiné a évaluer le devenir de ladite matiére organique, ou d’associations de ladite

matiére organique avec certains éléments du sol, dans le sol en question.

Format du test :-

Le procédeé développé en microplaque permet de travailler avec de faibles
volumes, et permet de tester de nombreux échantillons rapidement.

De préférence, le volume de liquide déposé dans le puits de la microplaque
est inférieur & environ 1 ml, de préférence inférieur a environ 500 pl, de préférence
encore compris entre environ 200 et environ 400 pl. Le mélange de I'échantillon avec
le composant du sol est realisé soit directement dans les puits de la microplaque, soit
préalablement. Lorsque le composant du sol est selide, le mélange avec
I'échantillon est réalisé en dehors de la microplaque, puis généralement centrifugé,
pour récupére_r la phase liquide qui est déposée enfin dans les puits de Ia
microplaque. Dans le procédé selon l'invention, la « phase liquide » désigne donc la
phase liquide de I'échantillon aqueux de matiére organique qui a été mise en contact
avec le sol sec. ‘

La microplaque (typiq_uemyent, mais de maniere non-obligatoire, a 96 puits)
est choisie en une matiére a auto-fluorescence minimale. Il peut s’'agir par exemple
d’'une microplaque en polypropyléne blanc et opaque...

. Plusieurs fonctionnalités, a savoir plusieurs -ré_ectivités, peuvent étre testées
sur la méme microplaque.

Des puits de calibration sont de maniére avantageuse prévus, pour

‘quantifier les réponses obtenues par les échantillons testés.

Le procédé de linvention peut ainsi se presenter sous la forme d’'un test
multiformat, comprenant le melang_e de 'échantillon séparément avec plusieurs sols
secs ou composants du sol, et lanalyse de la fluorescence sur la méme

microplaque.
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Plusieurs échantilions peuvent en outre é{re testés sur la méme
microplaque.

L'analyse de la fluorescence émise peut étre réalisée simultanément pour
'ensemble des puits de la microplaque, ou, selon la nature du composant du sol, I'on
peut analyser une partie de la microplaque, puis une autre plus tard, voire quelques
heures ou jours apres.

La lecture de fluorescence peut étre réalisée par spectrofluométrie a l'aide
d'un spectrofluorimétre (par exemple le modéele Perkin Elmer LS55) équip‘é d’u,n‘
lecteur de microplaque. |

Il est particulierement avantageux de tester sur la méme microplaque les

“cing réactivités décrites plus en détails ci-dessous, a savoir tester sur la méme

microplaque la réactivité d’'un échantillon avec un sol sec, une exoenzyme, un
microorganisme, un cation metallique et un micropolluent organique. Ce test multiple,
a. détection unique (par fluorescence), permet d'évaluer facilement, et de maniére
quantitative, le devenir des échantillons aqueux de matiére organique dans les sols,

et les impacts environnementaux potentiels. -

’ Réactivité avec un sol sec :

4 L’échantillon a tester 'peut étre mis en contact avec un sol sec. Par « sol
sec », on entend un échantillon de sol a base de matiére solide minérale et/ou
orgahique, de préférence séché a environ 100-120°C, puis tamisé. Par exemple, on
procede a un séchage\é 105°C pendant 24 heures puis-tamisage a 2 mm. On parle
aussi ici de « surface solide ». |

Dans ce cas, I'échantillon est mélangé avec le sol sec, la matiére organique
de I'échantillon s'adsorbe sur ledit sol sec puis la phase liduide est récupérée par
centrifugation ou filtration sous vide. On analyse alors la diminution de. la
fluorescence émise par la phase liquide, du fait qu’uﬁe_baﬂie de la matiere organique
est restée adsorbée sur le sol sec, par rapport & la fluorescence émise par
I'échantillon liquide qui n'a pas étéven contact avec le sol sec. La contribution 2 la -
fluorescence du sol sec mélangé a un témpon aqueux est prise en compte dans
chaque lecture. ' '

Un mode de realisation particulier est décrit ci-apres. Dans cet exemple, la

. réaction. d’adsorption est réalisée dans un tampon, le.MES (acide 2[N-Morpholino]

éthanesulfonique), pH 6,3 en mélangeant l’échantilloﬁ au tampon dans un rapport -
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compris entre 1/1 et 1/5 (1ml d'échantilion + 250 ul de tampon + 5 a 200 mg de
surface). Ce mélange est mis en contact avec la matiére solide pendant 24 heures
dans des tubes eppendorf (1,5 ml). Différentes quantités de matiére solide sont
utilisées 'pour une méme quantité d’échantillon liquide (4, 10, 20, 50, 75, 100 et 150
mg pour 1 ml). Pour chaque mesure, un second tube est nécessaire (méme masse
de surface + 1 ml d’eau + 250 pl de tampon MES) afin de mesurer la contribution a la
fluorescence de l'extrait agueux de quantité de matiére solide donnée. Enfin, un
contréle permet de mesurer la contribution a la fluorescence de 'échantillon (1 ml
d’échantillon liquide + 250 pi de tampon MES) afin-de quantifier les contributions de
fluorescence de chacune de ces deux composantes. Les 15 tubes sont placés a
l'obscurité et a température constante (entre 20 et 25°C) pendant 24h sur un
agitateur (environ 200 rpm). Le surnageant de chaque tube est ensuite récupéré
aprés centrifugation (10 000 rpm, 5 minutes) et 270 pl de ce dernier sont déposés
dans des puits de la rhicroplaque. '

La détection s'effectue de maniére avantageuse aux longueurs d’onde
d’excitation et d’émission propres a la matiére organique soluble de l’échantillon,
préalablement déterminées par un scan 3D sur le spectrofluorimétre. Néanmoins de
maniere générale, les coordonnées suivantes - longueur d’onde d’excitation Aex 330
nm et longueur d'onde d’émission em 440 nm- conviennent a la majorité des
échantillons et permettent de minimiser I'autofluorescence de la_plaque, maximale

pour les faibles longueur d’'onde d’excitation. L'intensité de fluorescence (F) est lue

' par le lecteur de microplaque pour chacun des 15 puits.

Les lectures brutes servent a calculer le pourcentage de matiere organique
resté adsorbé sur la surface pour chaque quantité de surface différente selon
équation suivante : [F(mat.org.) + F(surf) — F(surnageant)] / F(mat.org.).

L'interprétation peut se faire de deux manieres en fonction de f'utilisation ou
non d’une analyse mathématique. Prémiérement, I’in{érprétation péut étre réalisée

bar simple calcul du pourcentage de l'échantillon adsorbé, qui peut étre ainsi

~ comparé a d'autres échantillons ou fournir un ordre de grandeur de la réactivité entre

I'échantillon et le sol. La lecture simple peut se faire sur la masse de sol a ajouter
poUr. atténuer le signal de fluorescénce de 50% (&quivalent LD50) avec une grille de

lecture en trois niveaux : moins de 20 mg (foﬁe adsorption), entre 20 et 100 mg

(adsorption moyénne), plus de 100 mg (faible adsorption) pour 1 ml d’échantillon.
Deuxiémement, l'interprétation des résultats péut étre réalisée a l'aide du modele
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simple affinité/saturation (de type Michaelis-Menten ou Langmuir) qui fournit un
paramétre quantitatif : I'affinité entre les matieres organiques solubles et le sol.
L'affinité représente la masse de sol a rajouter pour obtenir la demi-saturation, donc

plus la valeur est faible, plus I'affinité est forte.

La figure 1 présente les résultats obtenus avec différents sols. L'échantilion
testé est un échantillon agqueux de matiere organique provenant d'un sol de surface
(0-30 cm) d'un champ non cultivé de la région méditerranéenne obtenu par filtration
4 0,45 um et centrifugation (5 minutes & 5000 rom). Les points correspondent aux

résultats expérimentaux et les courbes ont été établies suivant un modeéle

-affinité/saturation (Michaelis-Menten). Par exemple, les affinités de I'échantillon de

sol obtenues pour les sols de la figure 1 sont : 20,8 mg pour le sol du Vaucluse, 50,9

mg pour le sol du Haut-Rhin et 139,3 mg pour le sol de la Marne.

Réactivité avec des exoenzymes :
Le composant du sol mis en contact avec I'échantillon a tester peut étre une
exoenzyme, c'est-a-dire une enzyme utiliséé par les microorganismes de maniére
extracellulaire pour rompre certaines molécules de haut poids moléculaire, telle que

la cellulose, non assimilables sous forme entiére. Les exoenzymes peuvent étre

- notamment des hydrolases ou des oxydoréductases, enzymes impliquées dans le

processus d’humification, c'est-a-dire d'allongement des chaines carbonées
polyphénols. Il peut s’,agir par exemble de la B-glucosidase ou la laccase.'

La mesure directe de I'activité enzymatique ne pouvant se faire par détection
pér quorescence,Aon analyse ['inhibition cb‘nﬁpétitive par la matiere organique de

échantillon d’une réaction entre une exoenzyme et un substrat fluorescent de

I'exoenzyme. Un substrat fluorescent de référence est ainsi ajouté a I'exoenzyme

afin de réaliser une mesure indirecte, basée sur Pinhibition compétitive opérée par
les substrats contenus dans I'échantillon de matiéres organiques sur la réaction entre
le substrat artificiel et 'enzyme. Comme substrét, on choisit de- préférence un
substrat spécifique de I'enzyme ayant une affinité (constante de Michaelis-Menten,
Kw) pour celle-ci d’un ordre de grandeur similaire a I'affinité d’un substrat naturel de
lenzyme potentiellement présent dans Péchantillon. Le rapport des affinités (rapport

des Ky des deux substrats pour 'enzyme) détermine le rapport des concentrations
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utilisées dans le test. La détermination de ces concentrations peut faire I'objet d'une
étude préliminaire, par exemple en utilisant le cellobiose pour la f-glucosidase.

Dans un exemple de réalisation, la réaction d'inhibition compétitive prend
place dans les puits de la microplaque en faisant réagir 90 ul de substrat artificiel
fluorescent (le resorufin-BD-glucopyranoside) a une concentration déterminee selon
les affinités (environ 10° M dans MES), avec 90 pl d’enzyme (1 unité/ml dans le
tampon MES, pH 6,3 dans KNO3 0,1M) et 90 pl d’échantillon contenant la matiere
organique a tester. De plus, trois puits contréle sont réalisés : l’Lm contenant 90 pl de
substrat artificiel tamponné, 90 pl de tampon et 90 .pl d’eau pour vérifier la non-
dégradation du substrat en absence d'enzyme ; le second contenant 90 pl de
substrat, 90 pl d’enzyme et 90 pl d'eau afin d’obtenir une valeur référence de la
réaction enzymatique, sans inhibition compétitive et le troisieme contenant 90 pl de
substrat, 90 pl d’échantillon et 90 pl de tampon afin de vérifier la non-dégradation du
substrat_par les matiéres organiques de I'échantillon. Ces réactions sont réalisées en
duplicat. .

Pour 'ensemble des huit puits, on examine la cinétique pour I'apparition de
produit fluorescent (les longueurs d’ondes d'excitation et d’émission de fluorescence
sont données dans la notice commerciale) dérivé du substrat dégradé par 'enzyme..

Plus I'échantillon de matiére organique réagit avec 'enzyme, plus la réaction avec le

substrat artificiel est inhibée et la vitesse d’apparition de fluorescence mesurée

(intensité de fluorescence en fonction du temps) diminue. ’
L'interprétation des résultats peut se faire de deux maniéres différentes.

Tout d’abord, elle peut &tre réalisée par simple calcul de I'inhibition de la réaction en

. présence de l'échantillon (compétiteur) comparée a celle obtenue en absence

d’échantillon : moins de 20% (réactivité avec I'exoenzyme faible), de 20 a 60%

‘(réactivité moyenne) et plus de 60% (réactivité forte). Elle peut également étre

réalisée pall‘r comparaison des mesures de fluorescence de I'échantillon par rapport &
la fluorescence d’une gamme étalon de concentrations d’un second substrat connu
non fluorogénique (par éxemble, le ‘belldbiose) de I'exoenzyme qui génere une
compétition et donc une réponse identique. Le résultat de la.compétition exercée par
I'échantillon est lu en terme de concentration 'de substrat et exprimé en équivalent
substrat. La lecture des résultats bruts en terme de vitesse de réaction enzymatique

pour différentes concentrations de substrat permet de calculer Vaffinité de -
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I'échantillon de matiére organique envers I'enzyme par l'equation de Michaelis-
Menten.

A noter que les longueurs d’'onde d'excitation et d’émission des substrats

V enzymatiques artificiels et des produits de leurs réactions enzymatiques sont en

général comprises dans le spectre visible et les probiemes d'auto-fluorescence (de la
microplaque) sont donc minimisés. '

La figure 2 présente un exemple de gamme étalon obtenu avec une enzyme
(la cellobiase extraite d’Aspergillus niger). L'échantillon est une solution de resorufin-
BD-glucopyranoside, le substrat fluorescent, contenant différents' ajouts de
cellobiose, qui est le compétiteur. La figure montre la cinétique d'apparition de
fluorescence correspondant a la formation du produit de la réaction entre le substrat
fluorescent et I'enzyme, en absence de compétiteur et en présencé de celui-ci a
différentes concentrations croissantes. Le compétiteur est la cellobiose, substrat

naturel de 'enzyme, retrouvé dans les échantillons de sol.

Réactivité avec des microorganismes :
Le composant du sol peut étre un microorganisme, en particulier une

bactérie de préférencé choisie parmi Pseudomonas fluorescens, Azospyrillum 4B,

Acetogenium, Fuzarium, etc. Dans le cas de microorganismes anaérobies, il est

préférable de placer une ou quelques gouttes de paraffine sur le puits rempli de la

microplaq’ue, afin de stopper le transfert d’oxygéne et se placer ainsi en conditions

_anaérobies.

On analyse alors la variation de fluorescence en présence d'un révélateur

rédox fluorescent sensible au catabolisme de la matiére organique de I'échantillon.

Ce type de révélateur est connu de 'homme du meétier. Il permet de mesurer
I'évolution du couple NADH/NAD" (Abe et al., 2002 .;'Chen et al., 2000 ; Gloeckner

et al., 2001).

Le revelateur rédox peut intervenir dans la chaine de transport d’électron; et

’est redwt par couplage avec NAD/NADH, révélant ainsi le phénoméne de

respiration. )
" Le révélateur peut étre le 2,3,4,5,6-pentafluorodihydrotetramethylrosamine

V(Redox Sensor™ Red CC-1, Chen et al., 2000), ou mieux le MTT (bromure de 3-(4,5-

dlmethylthlazol -2-yl)-2,5- dlphenyltetrazohum) Le MTT est un composé jaune soluble

dans I'eau qui, une fois redwt forme un sel de. formazan violet insoluble en milieu
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aqueux On reprend les cristaux de formazan avec du dimethyl sulfoxyde (DMSOQ)
pour pouvoir lire la densité optique.

Un autre révélateur est la resazurine (Alamarbluém, voir brevet U.S.
5,501,959). Celui-ci présente le double avantage du changement de couleur mais
aussi de la formation d’un produit fluorescent. Ainsi ce produit peut aussi bien étre
utilisé en colorimétrie qu'en spectrofluorimétrie (Abe et al., 2002 ; Gloeckner et al.,
2001 ; Kuda et al. ; 2003).

De plus, cet indicateur posséde un potentiel rédox supérieurlé celui du MTT,
et se situe entre la réduction d’'oxygéne et du cytochrome oxydase, donc la chaine.
respiratoire s’effectue jusqu’au bout sans risque d'interruption.

Le changement de couleur entre la forme oxydée non fluorescente, bleue et
la forme réduite fluorescente, violette est marqué et.s’observe a 'oeil nu comme en
spectroscopie. , B

Dans un exemple de réalisation, la réaction ne se fait plus directement en
puits, mais passe par une étape en bouteille ambrée (20- ml). Le but de ce
changement de protocole est de ne pas limiter Papport d'oxygéne lors de la
respiration. Les solutions de substrat (glucose), révélateur rédox (Alamarblue) et de
Pse,ud:omonaks, sont ajoutées dans les mémes rapports. | |

La souche de microorganisme est conservée dans le milieu de croissance,
avant d’étre utilisée, par exemple sous la forme d'une solution saline comprenant de
lordre de 107 & 10° bactéries/m.

La solution saline peut é&tre un milieu salin ‘minéral (MSM) dépourvu de
carbone organique (1 litre de MSM a la composition suivante, en grammes :
NaH,P04.H,O 0,883 ; KgHPO4 2,257 ; (NH4)2S04 1,1 ; MgS04.7H,0 0,096 ; NaNO; -
1,001 ; A cette solution est ajoutée 1 ml/l de la solution suivante de composition, en

- mg/L : Co(NOy).6H20 291; AIK(SO4)2.12H,0 474; CGuS04160; ZnS0,.7H,0 288 ;

FGSO4.7H20 2780 y MnSO4.HzO 1690 ; N32MOQ4;2H26 482 ) Ca(N03)2.4H2Q 2362)

La mesure de.l'activité est ici réalisée a l'aide d’'un révélateur rédox fluorescent,

PAlamar Blue (solution commerciale) qui change de spéciation et donc de

coordonnees de fluorescence lorsque des électrons sont échangés (chame
respiratoire) Iors de la prise en charge d un-substrat par le microorganisme. ‘

‘ La réaction prend place dans quatre puits de la microplaque : le premier .
contient 90 ul de révélateur rédox (30% de la solution commérciale) et 180 pl de
MSM afin de vérifier sa non-dégradation au coursrdexla mesure ; le secdnd contient
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90 pl de révélateur rédox, 90 pl d’échantillon et 90 ul de MSM pour vérifier 'absence
de réaction entre les deux : le troisiéme contient 90 pl de révélateur rédox, 90 pl de
solution de microorganismes et 90 pi de MSM pour vérifier le niveau du bruit de fond
de métabolisme des microorganismes en l'absence de substrat organique; Enfin, le
dernier contient 90 pl de chaque réactif (microorganismes, révélateur et échantillon)
et sert de mesure de l'activité. Le dispositif des quatre puits est répéteé une fois.

Les huit puits sont suivis au cours de l'incubation @ 37°C pendant 48 & 72
heures, a une fréquence choisie (ex. : 2, 4, 6, 8, 12, 24, 36, 48, 72). A chaque temps,
une lecture des huit puits est effectuée et I'intensité de fluorescence est comparée
aux contréles pour obtenir une activite.

L'interprétation peut se faire de deux maniéres différentes. Elle peut étre
réalisée par simple calcul de linhibition de la réaction en présence de I'échantillon
comparée a celle obtenue pour le témoin; moins de 20% (réactivité avec le
microorganisme faible), de 20 & 60% (réactivité moyenne) et plus de 60% (réactivite
forte). Elle peut également étre réalisée par comparaison des mesures de
fluorescence de I'échantillon par rapport & une gamme de concentrations d'un

substrat facilement -dégradable tel le glucose. Le résultat de I'échantillon est lu en

Aterme de concentration de glucose et exprimeé en équivalent glucose.

La fgure 3 présente les résultats obtenus avec une souche AK15 de
Pseudomonas fluorescens, le substrat étant le glucose et P'échantillon aqueux de
matiére organique provenant d'un sol de surface (0-30 cm) d'un champ non cultivé
de la région méditerranéenne. La. figure montre la ci'nétique' d’apparition de
fluorescence correspondant a l'accumulation du révélateur rédox sous sa forme
réduite. Le témoin.correspond a la souche bactérienne en présence du révélateur,
mais sans glucose. L'échantillon aqueux de matiére organique, qui présente un
contenu en carbone de 226 mg C/L, a une activité gata}bolique bactérienne, déduite
de la courbe, évaluée a 20 mg C/L (100 mg Glu/L « 6,7 mg C/L), ce qui correspond
& 9% du contenu total. -

Ce type de ‘mesure . donne une indication de la fagon dont un échantillon

agueux de matiére organique peut étre dégradé par les bactéries du sol.

. Réactivité avec des cations métalliques :

Le composant du sol peut étre un cation métallique, par exemple choisi

" parmi par Cu?*, Ni#*, Cr** et le Cd*".
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Le cation métallique est en solution acide (par exemple'a pH 2).

Selon. un mode de réalisation, on analyse I'extinction (« quenching >>) de la
fluorescence de la matiére organique complexée au cation métallique présent a
concentrations croissantes (Ryan et Weber, 1982). B

Selon un exemple de réalisation, la réaction de complexation des metaux |
par les matiéres organiques de I'échantillon se fait dans les puits de la microplaque.
10 ul de solution de cation(s) métallique(s)'a concentrations croissantes (0 & 2,5.107
M a pH 3 a 4 dans HCI 0.1M) sont ajoutés a 200 ul d’échantillons et 50 pl. de tampon
(N-méthyl-piperazine 0,1M dans KNO3 0,1M, pH 9,3). Le temps de réaction est de
deux minutes aprés mélange.

Les longueurs d'onde utilisées pour la détection correspondent a celles de la
matiére organique (Lex 330 Nm et Aem 440 nm). La complexation des cations par la
matiére organique génére une diminution de l'intensité de fluorescence.

L'interprétation des résultats peut se faire de deux maniéres, en fonction de
I'utilisation ou non d’une Kanalyse mathématique. Premiérement, l'interprétation peut
étre réalisée par simple calcul du pourcentage de 'échantillon compIeXé, et étré
ainsi comparé a d'autres échantillons ou fournir un ordre de grandeur‘ de l'interaction
entre I'échantillon et le cation métallique.v Lé Iécture simple peut se faire sur la
concentration de cation métallique a ajouter pour atténuer le signal de fluorescence
de 50% (équivalent LLD50) avec une grille de lecture en trois niveaux : moins de 20
UM (forte complexation), entre 20 et 100 pM (complexation moyenne), plus de 100
UM (faible complexation). Deuxiémement, linterprétation des résultats peut étre
réalisée a l'aide du modéle simple affinité/saturation (de type Michaelis-Menten ou
Langmuir) qui fournit un parameétre quantitatif : I'affinité entre les matié.res organiques
solubles et le cation métallique.

Les résultats bruts sont reportés en terme .d’intensité de fluorescence

relative (intensité de fluorescence mesurée, rapportée a lintensité de fluorescence

- du puits avec 'échantillon seul) en fonction de la concentration en'cation métallique. .

La régression non:linéaire entre la courbe obtenue et le modele affinité-saturation,

effectuée a laide du logiciel libre WinReg

' (hftp://www.unilim.fr/pages__perso/jean.d‘ebord/winreg/winreg1 .htm) donne les

paramétres de compléxation . la constante d’'équilibre (KC)' et la quantité totale de

métal complexé a saturation.
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La figure 4 présente les résultats obtenus avec plusieurs cations (Cu?*, Ni#*,
Cr*"). La figure montre 'ampleur de I'atténuation de fluorescence d'un échantillon de
sol observée lors d’ajouts croissants de concentrations des cations métalliques. Les
points correspondent aux résultats expérimentaux et les courbes ont été établies
suivant un modgle affinité/saturation. Les affinités de Féchantillon de matiére
organique provenant d'un exirait aqueux de sol agricole du Vaucluse obtenues pour
les cations de la figure 4 sont: 51,4 uM pour le Cu?*, 70,0 uM pour le Ni** et une
valeur infinie pour le Cr** car aucune complexation n'est observée. L'affinite
représente la concentration de cation métallique a rajouter pour obtenir la demi-
saturation, donc plus la valeur est faible, plus I'affinité est forte.

Selon un autre mod’é de réalisation, on analyse l'augmentation de la
fluorescence de la matiére organique liée a l'inhibition compétitive de la complexation
de la matiére organiqUe au cation métallique par un ligand du cation métallique
d’affinité connue pour le cation.

Selon un exemple de réalisation, on mesure Iémission de fluorescence du
mélange d’'une quantité donnée de matiére organique et de cation métallique et on la
compare aux intensités de fluorescence mesurées en présence en outre d'un ligand
du cation métallique ou de plusieurs ligands du cation métallique, pris séparément,

I'affinité des ligands pour le cation métallique étant connue. Les ligands sont de

‘préférence ajoutés en une quantité donnée de maniére a ce que 'augmentation de

fluorescence en présence de ligand, par rapport au contrble sans ligand, soit
corrélée a I'affinité du ligand pour le cation métallique.

Les résultats peuvent étre reportés en terme d'intensité de fluorescence
relative (intensité de fluorescence mesurée en présehcé de Iigahd rapportée a
I'intensité de fluorescence mesurée en l'absence de Iigand') en fonction de l'affinité
des ligands du cation métallique utilisés. . .

Des exemples de ligands de cation métalliqﬁé incluent 'EDTA et de dérivés
de 'EDTA, différents acjdes carboxyliques, les dérivés du phénol, ou encore des

amines.

Réactivité avec des micropolluants organiques :

Le composant du sol peuf étre un micropolluant organique, tel qu'un

- pesticide (par exemplé Fatrazine) ou un hydrocarburé aromatique polycyclique



10

15

20

25

30

WO 2006/079733 PCT/FR2006/000215
13

(HAP), tel que le phénanthréne (les HAP étant les polluants systématiques du sol
des anciennes usines a gaz et des cokeries).

Selon un mode de réalisation, on analyse la variation de la fluorescence de
la matiére organique en utilisant un micropolluant organique, dont on fait varier la
concentration.

Dans un exemple de réalisation, la réaction 'de complexation des
micropoliuants par les matiéres organiques de I'échantillon se fait dans les puits de la
microplaque. 10 ul d’une solution de micropolluant de concentrations croissantes Oa
10™* M) sont ajoutés a 200 pl d'échantillons et 50 pl de tampon (N-methyl-piperazine
0,1 M, pH 9,3 dans KNO3 0.1M). Le temps de reéaction est de deux minutes apres
mélange. . _

Les longueurs d’onde utilisées pour la détection correspondent a celles de la
matiére organique (Aex 330 NM et Aem 440 NM). La complexation des polluants par la
matiére organique génére une diminution de l'intensité de fluorescence.

Les résultats bruts sont reportés en terme d'intensité de fluorescence
relative (intensité de fluorescence mesurée et rapportée a l'intensité de fluorescence

du puits avec I'échantillon seul) en fonction de la concentration en micropolluant. La

- régression non-linéaire entre la courbe obtenue et le modele affinité-saturation donne

les paramétres de complexation : la constante d’équilibre (Kc) et la quantité totale de

_micropolluant complexé a saturation.

La figure 5 présente les résultats obtenus avec un polluant (I'isoproturon). La
figure montre 'ampleur de P'exhaltation de fluorescence de deux extraits aqueux du
méme sol (correspondant pour le premier au sol prélevé en surface (0-30.cm) et pour:

le second prélevé a une profondeur comprise entre 30-60 cm) observée lors d'ajouts

de concentrations croissantes d'un micropolluant organique non-fluorescent

(isoproturon). Les points représentent les résultats_expérimentaux et les droites
représentent les approximations linéaires de ces poh:lts-‘:- N
L'interprétation péut se faire selon 'ampleur de variation de lintensité de
fluorescence (exhaltation ou quenching) observée lors d'une angmentatipn d'un
facteur 2 de la concentration en micropolluant organique. Ceci correspond a un
parametre géﬁnér‘alement connu sous le terme Q,. Le Q2 mesuré pour les échantillons
1 et 2 (Figure 5) est respectivement de 3,3 et 3,1% calculé sur I'étendue des

concentrations' d'isoproturon testées. Q inférieurs a 5% (réactivité faible avec le
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micropolluant organique), entre 5 et 25% (réactivitt moyenne), et au-dela de 25%
(réactivité forte). ' | |

Selon un autre mode de réalisation, on anaiyse Iextinction (« quenching »)
de la fluorescence d'un micropoliuant organique fluorescent comme proposé par
Fang et al., 1998. On peut’ citer comme micropolluant organique fluorescent les
composés de la famile des hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) ou
certains pesticides. Ce mode de réalisation permet de s'affranchir de la mesure de

fluorescence de la matiére organique de 'échantillon, si désire.

Kit :

L'invention a également pour objet un kit pour la mise en ceuvre du procédé
tel que défini ci-dessus, comprenant une microplaque et au moins un récipient
contenant un échantillon de sol sec ou un composant d’'un sol. \

Le kit peut‘ainsi comprendre un récipient contenant un premier échantilion
de sol sec ou un premier composant d’'un sol, et au moins un‘récipient contenant un
deuxiéme échantillon de sol sec ou un deuxiéme composant d'un sol. |

Des solutions tampons, les substrats enzymatiques et/ou les révélateurs
rédox peuvent étre ajoutes. ‘ | ' ‘

h La figure 6 est un schéma général de la microplaque utilisée dans les
exemples ci-dessus : MES : acide 2[N-Morpholinoléthanesulfonique ; MSM : milieu
salin minéral ; porgs: microorganismes ; NMP : N-methylpyperazine ; MPO

micropolluant organique ; PO iMe soncentration du micropolluant organique.
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REVENDICATIONS

1. Procédé de détermination de la réactivité biogéochimique d'un échantillon
aqueux de matiére organique, comprénant X

a. le mélange de I'échantillon avec un sol sec ou un composant d’'un sol

-avec lequel I'échantillon est susceptible de réagir, puis

b. lorsque I'échantillon est mélangé avec un sol sec, la récupération de la
phase liquide ; et

c. lanalyse en microplaque de la fluorescence émise par ledit mélange ou
ladite phase liquide ;
une variation de fluorescence, par rapport a la fluorescence émise par le composant
du sol en I'absence de I'échantillon ou par I'échantillon en I'absence du composant

du sol, étant indicatrice de la réactivité de I'échantillon.

2. Procédé selon la revendication 1, dans lequel le composant du sol est

choisi parmi une exoenzyme, un microorganisme, un cation métallique et un

‘micropolluant organique.

3. Procédé selon la revendication 1 ou 2, sous la forme dun test
multiformat, -comprenant le mélange de I'échantillon avec plusieurs sols secs ou
composants du sol pris séparément, et I'analyse de la fluorescence sur la méme

microplaque.

4. Procédé selon la revendication 1, dans lequel I'échantillon est mélangé
avec un sol sec, la phase liquide étant recupérée, et._on analyse la diminution de la

fluorescence émise par Ia phase Ilqu1de

5. Procédé selon la revendication 2, dans lequel le composant du sol est

une exoenzyme choisie parmi une hydrolase ou une oxydoréductase.

6. Procédé selon la revendication 2, dans lequel le composant du sol est

une exoenzyme choisie parmi une beta-glucosidase et une laccase.
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7. Procedé selon la revendication 2, 5 ou 6, dans lequel le composant du
sol est une exoenzyme et on analyse l'inhibition compétitive par I'échantillon aqueux
de matiére organique d'une réaction entre 'exoenzyme et un substrat fluorescent de

'enzyme.

8. Procédé selon la revendication 2, dans lequel le composant du sol est un

microorganisme choisi parmi les bactéries ou les champignons.

9. Procédé selon la revendication 2, dans lequel le composant du sol est un
microorganisme choisi parmi Pseudomonas fluorescens, Azospyrillum 4B,

Acetogenium, Fuzarium.

10. Procédé selon la revendication 2 ou 8 ou 9, dans lequel le composant du
sol est un microorganisme et on analyse la variation de fluorescence en présence
d’un révélateur rédox fluorescent sensible au catabolisme de la matiere organique de

I'échantillon.

11. Procédé selon la revendication 2, dans lequel le composant du sol est

un cation métallique choisi parmi Cu?*, Ni**, Cr** et.le Cd?".

12. Procédé selon la .revendication 2 ou 11, dans lequel le composant du sol
est un cation métallique et on analyse I'extinction de la fluorescence de la matiere

organique complexée au cation métallique présent a des concentrations croissantes.

13. Procédé selon la revendication 2, dans lequel le composant du sol est

un micropolluant Qrganique choisi parmi un pesticide, et un hydrocarbure aromatique

polycyclique.

14. Procédé selon la revendication 2 ou 13, dans lequel le composant du sol
est un micropolluant organique et on analyse I'extinction de la fluorescence de la
matiére organique complexée au micropolluant organique présent a des

concentrations croissantes.
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15. Procédé selon I'une des revendications 1 a 14, dans lequel I'échantillon
aqueux de matiére organique est choisi parmi des boues de stations d’épuration, des
residus ou effluents agro-industriels, des eaux de lacs, de sols, de riviéres, et des

eaux marines ou souterraines.

16. Procéde selon l'une des revendications 1 a 15, dans lequel un puits de
la microplaque contient un volume inférieur a environ 1 mi dudit mélange ou de ladite

phase liquide.

17. Kit pour la mise en ceuvre du procédé selon I'une des revendications 1 a
16, comprenant une microplaque et au moins un récipient contenant un échantillon

de sol sec ou un composant d'un sol.

18. Kit selon la revendication 17, comprenant au moins un récipient
contenant un premier échantillon de sol sec ou un premier composant d'un sol, et au
moins un récipient contenant un deuxiéme échantillon de sol sec ou un deuxiéme

composant d'un sol.

19. Kit selon la revendication 17 ou 18, dans lequel ledit composant d’un sol
est choisi- parmi une exoenzyme, un microorganisme, un' cation métallique et un

micrdpo!luant organique.
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